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Abstract
Dansk
Der er blevet påvist en sammenhæng mellem skader i cellens repair-mekanismer og
genetiske sygdomme, som Xeroderma Pigmentosum og Cockayne Syndrom. Udviklingen
af assays, der hurtigt og præcist kan måle DNA-skader er derfor blevet særligt interessante,
da de vil kunne bruges til at screene patienter for fejl i DNA repair-mekanismerne.
Med udgangspunkt i Fast Micromethod assay, beskrevet i 1999 af Batel et al, forsøger
denne rapport at optimere Fast Micromethod til et assay, der hurtigt og effektivt kan
måle DNA-skader i eukaryotiske celler. Celler fra cancer cellelinien HeLa-WT, behandles
med varierende koncentrationer af mutagenet H2O2 , hvor koncentrationer på 120-200
µM udviste den bedste sammenhæng imellem dosis og respons. I metoden anvendes
Fluorokromet PicoGreen der danner et fluorescerende kompleks med dsDNA. Mængden
af DNA-skader kan, i et basisk miljø, måles som hastigheden hvorved dsDNA denaturerer.
Vi fandt at den optimale denaturering af DNA fandt sted når den tilsatte base (NaOH)
havde en pH-værdi på 12,7. Til behandling af data anvendes SSF (Strand Scission Factor),
som er et udtryk for hvor denatureret de behandlede prøver er i forhold til den ubehandlede
(kontrolprøven). Projektet strakte sig over tre måneder, og på denne tid lykkedes det ikke
at finde en klar sammenhæng mellem dosis og respons. Vi fandt at kontrolprøvernes havde
varierende startfluorescens, hvilket i høj grad påvirkede resultaterne, således vægtningen
af denatureringsraten, som ellers var at betragte som det centrale i Fast Micromethod, blev
negligeret.
Nøgleord: Fast Micromethod, H2O2 , HeLa-WT, Fluorokrom, PicoGreen, DNA-repair, SSF
English
Fast Micromethod optimized and applied for measuring H2O2 -induced DNA damage in HeLa-WT
cells
There has been shown a connection of damage in the cells repair-pathways and genetic
diseases, like Xeroderma Pigmentosum and Cockayne Syndrome. The development of
an assay which rapidly and accurately can detect DNA damages has therefore become
i
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of interest, as this would enable screening of patients for damages in the DNA repair-
pathways. In the light of the Fast Micromethod assay, written in 1999 by Batel et al.,
this report aims to improve the Fast Micromethod to an assay which can detect DNA
damages in eukaryotic cells, rapid and efficiently. Cells from the cancer cell-line HeLa-
WT, are treated with various concentrations of the mutagenic agent H2O2 , of which the
concentrations ranging from 120-200 showed the best relation between dose H2O2 and
response. The fluorochrome PicoGreen, which forms a fluorescent complex with dsDNA,
is used in present assay. The amount of DNA damages can, in an alkaline environment, be
measured as the denaturation rate of dsDNA. We found that the best denaturation of DNA
occurred when the alkaline added had pH 12,7. SSF (Strand Scission Factor), which is used
to determine the denaturation in the treated samples compared to the untreated sample
(control sample), was used to process data. This project was carried out over a period of
three months and during this period of time it was not possible to find an obvious relation
between dose and response. We found the varying initial emission of the controlsamples
to influence the results to such an extend that the denaturation rate was overlooked even
though, regarding Fast Micromethod, this is of great interest.
Keywords: Fast Micromethod, H2O2 , HeLa-WT, Fluorochrome, PicoGreen, DNA-repair,
SSF
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baggrundsviden for at forstå vores metode, problemstilling samt diskussion. Bagerst i
rapporten findes en ordliste som forklarer svære termer. Termerne er skrevet med kursiv
første gang de nævnes.
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1 Introduktion
1.1 Cancer
I udgangen af 2003 (31. december) havde 229.535 danskere fået konstateret cancer, hvilket
svarer til 4,3% af den samlede danske befolkning [Holm og Christensen, 2006]. Det er
en sygdom, som oftest rammer ældre mennesker, og mennesker der har levet med en
usund livsstil i mange år. Overordnet set forårsages cancer af celler, hvis cellecyklus
reagerer unormalt på kroppens reguleringsmekanismer. Hvis en cancertumor er malign, i
modsætning til benign, vokser den uhæmmet og ofte ind i omkringliggende væv. Dette
skyldes, at de maligne cancerceller ikke udviser den tæthedsafhængige inhibering, der får
normale celler til at stoppe delingen. Såfremt cancerceller alligevel stopper delingen, sker
det tilfældige steder i cellecyklus, og ikke ved checkpoints, som ville have være tilfældet i
raske celler. Under normale forhold styrer de såkaldte proto-oncogener vækststimulering i
cellen, mens tumorsupressorsgener styrer væksthæmning.
Protooncogener koder for normale proteiner, der indgår i cellens signalveje, hele vejen
fra receptorer i cellemembranen til genregulerende proteiner i nukleus. Hvis der sker
mutationer i protooncogenerne eller reguleringen af dem ændres, vil de kunne udvikle
sig til oncogener (se figur 1.1). Oncogener er en betegnelse for gener, der virker
cancerfremkaldende. Transformation af protooncogener til oncogener kan ske på tre måder:
Ved en translokation flyttes protooncogener til et nyt sted på kromosomet og kan ved
den nye lokalisering blive underlagt en ny og mere aktiv promotor, der overstimulerer
ekspressionen af genet. Et andet fænomen er amplifikation, hvor en genmutation medfører
øget ekspression af et bestemt protooncogen, der således kommer til at virke som et
oncogen, da det protein, det koder for produceres i forøgede mængder. Tredje mulighed
kaldes punktmutation, hvor protooncogenet muterer og producerer proteiner, som er enten
mere aktive eller blot mindre sensitive over for nedbrydning [Campbell og Reece, 2004, s.
369]. Tumorsupressorgener er gener, der virker hæmmende på celledeling og cellevækst.
Sker der mutationer i disse gener, kan det føre til øget cellevækst. Tumorsupressorgener
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Figur 1.1 Omdannelsen af protooncogener til oncogener kan ske på tre måder: translokation,
amplifikation eller punktmutation. I alle tre tilfælde fører mutationen til øget cellevækst. [Campbell
og Reece, 2004].
virker på forskellige måder, eksempelvis kan tumorsupressorgener kode for proteiner, der
under normale omstændigheder reparerer DNA-skader [Campbell og Reece, 2004, s. 369].
Nogle mennesker kan kun reparere visse DNA-skader, og er derfor særligt eksponeret
for at udvikle cancer. Flere sygdomme hænger direkte sammen med manglen på evnen
til at reparere visse DNA-skader, for eksempel Cockayne Syndrome, som er en arvelig
sygdom. Børn der fødes med denne sygdom bliver retarderede, deres skelet udvikles
unormalt, og de dør i en tidlig alder. For at undgå at der fødes børn med disse sygdomme
er fremtiden indenfor fosterprøver måske, at fostre screenes for fejl i deres DNA-repair
systemer. Metoder til detektion af DNA-damage og -repair er i disse år under udvikling,
da det i flere sammenhæng bliver vigtigere at kunne måle på DNA-skader; bl.a. for at teste
om kemikalier er mutagene eller ej. Denne rapport undersøger hvorvidt en given metode
kan måle DNA-skader og -repair. Metoden tager udgangspunkt i en metode udviklet i
1999 som antageligt kan måle DNA skader. Måden udvikles yderligere og efterprøves.
Dette leder os frem til vores problemformulering.
1.1.1 Problemformulering
Kan Fast Micromethod beskrevet i Batel et al. (1999) benyttes til at måle omfanget af DNA-skader i
HeLa-WT celler efter udsættelse for H2O2 ?
Den nødvendige teori for forståelse af problemformuleringen vil blive uddybet senere i
rapporten.
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1.2 DNA
De følgende afsnit vil indeholde den baggrundsviden der er relevant for at forstå vores
metode og diskussionen af vores problemstilling. I dette første afsnit vil fokus være på
DNA.
DNA er en dobbeltstrenget helix bestående af nukleotider, hvor nukleotider består af en
sukker-fosfatgruppe, som er bundet til en base. Forsøg har vist at det humane genom består
af 3, 2 ∗ 109 nukleotidpar. Der er fire forskellige baser i DNA, A (Adenin), T (Thymin), G
(Guanin) og C (Cytosin); se figur 1.2. Alle fire baser er heterocykliske (indeholder nitrogen)
aromatiske organiske forbindelser. T og C er afledninger af pyrimidiner og A og G er
afledninger af puriner, De fire baser kan placeres i en vilkårlig rækkefølge ved siden af
hinanden, men kan kun parres to og to overfor hinanden, hvor A og T parres og G og C
parres med hydrogenbindinger. A og T bindes sammen med to hydrogenbindinger, hvor
G og C bindes sammen med tre hydrogenbindinger. Det er vigtigt at der sker A-T parring
og G-C parring, da fejlparring kan ødelægge DNA-helixens struktur [Campbell og Reece,
2004, s.298].
Mængden af baserne ved siden af hinanden, bindingerne mellem disse og hydrogenbin-
dingerne mellem de to basepar, stabiliserer DNA. Endvidere stabiliseres DNA yderligere
idet det vikles om et proteinkompleks af histoner. Histoner består hovedsagligt af de to
basiske aminosyrer lysin og arginin, der er positivt ladet ved fysiologisk pH. Når DNAs
fosfatgrupper bindes til de positivt ladede histoner oprulles DNA til nukleosomer. Kun
under replikation og ved denaturering vikles DNA ud [Alberts et al., 2002, s.208].
(a) Cytosine (b) Adenine (c) Thymine (d) Guanine
Figur 1.2 Struktur af DNAs 4 baser
1.2.1 Replikation af DNA
Når DNA replikeres foregår det ved mekanismer, hvor forskellige polymeraser og ligaser
spiller en rolle. Disse polymeraser og ligaser er også af stor betydning for DNAs repair-
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mekanismer, og en forståelse af polymerasernes og ligasens rolle i replikationen vil derfor
hjælpe med at overskueliggøre dele af DNAs repair-mekanismer.
Ved transkription laves der en komplementær DNA-streng af template. Ved replikationen
oprulles DNA-helixen. Dette bliver gjort af enzymet helikase. Herefter kan DNA
polymerasen aflæse template. Når en celle skal dele sig (mitose) bryder helikase
hydrogenbindingerne mellem de to DNA-strenge, og de to strenge separeres, så der
dannes en replikationsgaffel se figur 1.3.
Figur 1.3 Figuren viser hvordan DNA replikeres så der dannes 2 nye strenge. Øverst ses leading
strand, som syntetiseres i DNA polymerasens læseretning. Den nederste streng er lacking strand der
består af mange små uligerede stykker kaldet Okazaki fragmenter. [Campbell og Reece, 2004, s.304,
figuren er redigeret]
Efter dannelsen af replikationsgaflen bindes proteiner til de adskilte DNA-strenge, hvilket
forhindrer at hydrogenbindingerne gendannes. Replikationsgaflen indeholder således
to ssDNA strenge. De benævnes templates og de replikerede strenge benævnes begge
datterstrenge. Datterstrengen der kan forlænges i 3´-enden hedder leading strand. Strengen
der har en 5´-ende kaldes lagging strand. Leading strand kan forlænges direkte da dette
foregår i 3´ retningen, dette betyder at DNA-polymerase kan danne en kontinuerlig
komplementær datterstreng. Da DNA er dobbeltstrenget og antiparallelt kan en normal
replikation ikke foregå på lagging strand [Campbell og Reece, 2004, s. 303]. Dette skyldes at
DNA polymeraser kun kan tilføre nukleotider til 3´-enden, aldrig til 5´ [Alberts et al., 2002, s.
241]. Dette løses ved at enzymet primase danner primere, der er komplementære sekvenser
af DNA hvorfra DNA-polymerase III kan syntetisere datterstrengen i mindre stykker, disse
stykker kaldes okazaki-fragmenter. Primerne bliver løbende forbundet af DNA-polymerase
I. På dette tidspunkt består datterstrengen til lagging strand altså af en masse små enheder,
i form af okazaki-fragmenter. DNA-ligase binder Okazaki-fragmenterne sammen under en
energikrævende proces. Hermed er replikationen er fuldført [Prentø og Jensen, 2000, s. 231].
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Replikationsgaflen foregår simultant flere steder på DNA-strengen under DNAreplikation
[Campbell og Reece, 2004, s. 303].
1.3 DNA-repair
Vi vil her gennemgå nogle af de repair-pathways, der er relevante i forbindelse med
reparation af oxidative skader i eukaryotiske cellers DNA. Vi arbejder med en human kræft
cellelinje, som skades med H2O2 , hvilket medfører oxidative skader i DNA. DNA skader
er et hyppigt forekommende fænomen. Der sker 10.000 til 20.000 skader på DNA pr. celle
pr. dag, dog bliver størstedelen af skaderne repareret af et avanceret reparationssystem,
som alle celler har [Fortini et al., 2003; Kreklau et al., 2001]. Når DNA replikeres sker det
ofte, at en forkert base bliver sat ind. En sådan mutation rettes normalt af DNA polymerase,
som scanner den replikerede DNA streng for fejl. Det er dog ikke alle mutationer som DNA
polymerase opdager, og en akkumulation af mutationer kan føre til cancer. På baggrund af
cellens Dna-reparationveje vil mindre end en promille af disse skader føre til mutationer
[Nelson og Cox, 2000, s. 949]. Når DNA skades aktiveres en række forskellige enzymer,
der sammen danner et netværk, der kan reparere skaderne. Disse netværk eller signalveje
(pathways) kaldes tilsammen for cellens DNA-repair pathways. DNA-skader kan både
opstå spontant i cellen som følge af dens oxidative metabolisme og de kan blive katalyseret
af f.eks. UV stråling eller mutagene stoffer. DNA-replikationen viderefører skaderne hvis
de ikke repareres ved at danne misparrede baser.
De to efterfølgende tabeller 1.4 og 1.5 er ment som en hjælp, for at læseren kan holde sig
opdateret på funktionen af de forskellige enzymer og proteiners funktion, som nævnes
undervejs i teksten.
1.3.1 Base Excision Repair (BER)
BER reparerer skader på enkelte baser under replikationen. Skaderne er nødvendige at få
fjernet så de ikke fører til mutationer under replikationen. BER reparerer hovedsageligt
oxiderede baser som opstår spontant i cellen, oxidative skader fra udefrakommende
påvirkninger og andre skader, f.eks langbølget UV-lys. Eksempelvis kan A og C de-aminere
således at der dannes hhv. hypoxanthin og U (Uracil); se figur 1.6. Deamination sker
naturligt i leveren, der nedbryder aminosyrer, men i andre celler er denne reaktion farlig
og da f.eks U er stærkt muterende i DNA er det vigtigt for cellen at få fjernet U.
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Figur 1.4 Dette skema er ment som en hjælp til at finde ud af hvad de forskellige forkortelser
betyder.
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Figur 1.5 Hjælp til forkortelser (forsat)
7
Figur 1.6 Deamination af af A og C til hhv. hypoxanthine og U
BER består af 2 pathways: Long-patch og Short-patch BER. Kort fortalt reparerer BER ved at
de skadede baser genkendes af specifikke enzymer (glykosylaser). DNA-glykosylaserne har
substratspecifitet og kløver således en glykosidbinding mellem to baser i en specifik
type skadet base, hvilket efterlader en deoxyribose. Disse deoxyriboser mangler en
base og betegnes apurin (hvis en purin - T og C - mangler) eller apyrimidin (hvis en
pyrimidin - A og G - mangler). Disse steder forkortes AP sites. Deoxyriboser kløves af AP
endonuklease ved AP-site og et stykke af DNA fjernes af exonuklease. Ved bruddet bliver
der efterfølgende indsat korrekt genetisk materiale ved hjælp af DNA polymeraseI og det
efterladte brud bliver forseglet med DNA ligaseI eller DNAligaseIII [Larsen et al., 2005].
BER kan opsummeres i følgende trin:
• Base fjernelse
• skæring
• behandling af DNA-enderne
• opfylning
• ligering
[Fortini et al., 2003]. Herunder gennemgås BER i detaljer.
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Genkendelse af skade: Glykosylaser
Det første trin i BER er katalyseret af DNA-glykosylaser, der skaber det førnævnte AP-site
ved at frigive den skadede base. Glykosylaser genkender baseskader og der er blevet
fundet 11 humane glykosylaser som indgår i BER [Fortini et al., 2003].
De 11 humane glykosylaser kan yderligere inddeles i to typer af glykosylaser:
• Type I klipper kun den beskadigede base væk, så der dannes et AP-site hvorefter
AP-endonuklease (APE1) klipper sukkerfosfat-strengen over, så der dannes et
singlestranded-break (ssb). Herefter skærer APE1 ved phosphordiesterbindingen
ved AP-sitet, dvs. i DNA-strengens backbone og der skabes en 5´-deoxyribose-5-
phosphat (5´dRP) som bliver frigivet af 5´-deoxyribophosphordiesterase (dRPase)
eller af 5´-exonuklease. Desuden skabes en 3´-OH.
• Type II glycosylaser fjerner basen og spalter derefter AP-sitet ved hjælp af
endogenous 3´-endonuklease, hvilket medfører et ssb.
Der er mange eksempler på at glykosylaser er følsomme overfor andre substrater end
deres egne, dvs. at de virker som backup for andre glykosylaser hvis disse ikke opdager
fejlene [Larsen et al., 2005].
Trin 2 starter ved at en base bortskæres. Basen genkendes af en specifik DNA glykosylase
og skæres væk af APE1. Herefter kan BER opdeles i to undergrupper: short-patch og
long-patch BER figur 1.7. Hvilken patch der bliver brugt afhænger af hvor 5´dRP bliver
spaltet. Hvis 5´dRP er i sin aldehydform bruges long-patch BER, og hvis 5´dRP er i sin
furanoseform starter short patch fordi β -polymerase (Polβ) kan katalysere en β-elimination
på denne form for AP-site, hvorimod oxiderede eller reducerede AP-sites, 3β-umættede
aldehyde- eller 3β-phosphater er resistente overfor β-elimination af Polβ [Christmann et
al., 2003]. I modsætning til short-patch repair pathway, hvor en enkelt base bliver indsat af
Polβ, sker der flere trin i long-patch repair pathway figur 1.7.
Trin 3 er behandling af DNA-enderne. Udover at Polβ fjernes, fjernes DNA-strengen
og DNA synteseres af Polδ (Polymerase δ) og Polε (Polymerase ε) sammen med PCNA
(Proliferating cell nuclear antigen), FEN1 (Flap endonukleasen) og RF-C. Fjernelsen af
5´dRPflap bliver udført af FEN1, hvilket er stimuleret af PCNA [Christmann et al., 2003].
FEN1 er den endonuklease, der også virker under DNA replikationen. Her påhæfter FEN1
okazaki-fragmenter [Fortini et al., 2003]. Basen bliver indsat ved hjælp af en polymerase
(trin 4). DNA-strengen mangler herefter at blive ligeret. Trin 5 katalysers af DNA ligaseI
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og -III. DNA ligaseI interagerer med PCNA og Polβ og deltager mest i long-patch BER,
mens DNA ligaseIII kun foregår i short-term BER [Christmann et al., 2003]. Dermed er
den skadede base blevet udskiftet med en ny korrekt base. Et tumor-undertrykkende
protein, p53, spiller desuden en vigtig rolle for reguleringen af BER. p53 er en vigtig
transkriptionsfaktor, der regulerer cellecyklus, hvormed cellen kan reparere sit DNA så
der ikke akkumuleres DNA-skader. p53 stimulerer BER ved at interagere med APE1 og
Polβ, der får Polβ til at binde sig til AP-sites.
Hyppigst forekommende produkt af ROS; 8-oxoG
Den mest undersøgte oxidative baselæsion er 8-oxoG (8-oxo-Guanin) [Larsen et al., 2005],
se eventuelt 2.1.4 hvor 8-oxo-G er vist (8-oxo-Guanin hedder på figuren 8-hydroxyguanin).
8-oxoG er det mest hyppigt forekommende produkt af oxiderede puriner. 8-oxoG er meget
mutagen da den kan misparre med A under DNA-replikation. Det er blevet udregnet at
der opstår ca. 1000 8-oxoG skader pr. genom pr. dag [Fortini et al., 2003]. Langt størstedelen
af 8-oxoG foregår via short-patch BER. Det er kun ca. 25 % af skaderne, der bliver repareret
via long-patch BER. Hvilken patch, der benyttes afhænger i høj grad af fjernelsen af 5´dRP
[Christmann et al., 2003]. Hvis 8-oxoG er parret med C er det glykosylasen OGG1 (8-
oxoguanine glykosylase) der skærer 8-oxoG væk. Hvis det derimod er A, der er parret
med 8-oxoG er det MYH glykosylasen, der har dette kompleks som substrat. En tredje
glykosylase (OGG2) som for nyligt er blevet opdaget har 8-oxoG:adenin som substrat.
NEIL1-glykosylase genkender også 8-oxoG skader, men denne glykosylase er meget
selektiv i sin genkendelse afhængigt af hvilken base der sidder overfor 8-oxoG. Generelt
genkender NEIL1 skader i denne rækkefølge: 8-oxoG:C, 8-oxoG:G, 8-oxoG:T, 8-oxoG:A
[Fortini et al., 2003]. Hvis 8-oxoG skaden sidder i template strengen i en region der bliver
transkriberet er det en sub pathway af Nucleotide Excision Repair (NER), der reparerer disse
skader og ikke BER. Dette skyldes at skaden ikke er blevet repareret af BER da den blev
transkriberet, og derved først opdages når RNA-polymerasen er stoppet.
1.3.2 Nucleotide Excision Repair (NER)
NER fjerner DNA læsioner der forårsager strukturel deformation af DNA-helixen (såsom
pyrimidin-dimerer), og ved tilstedeværelse af store substituenter, f.eks. hydrocarbonmo-
lekyler bundet til basen. NER aktiveres ved deformation af helixstrukturen og ikke ved
genkendelse af de enkelte skader. NER kan også fjerne et bredt spektrum af mindre hyppigt
forekommende læsioner, og dette gør NER til det ofte benyttet forsvar imod udefrakom-
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Figur 1.7 Reparationsvejen for BER med henholdsvis short og long-patch illustreret. Glykosylase
genkender en skade og skærer dermed basen væk. Herefter kan endonuklease lave et ssb. I
short-patch reparerer polymerase bruddet og strengen ligeres herefter. I long-patch dannes der en
flap fordi DNA oprulles yderligere. Flap-endonuklease skærer flapen væk og derefter bliver bruddet
ligeret af polymerase
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mende (exogene) muterende stoffer [Larsen et al., 2005]. In vitro reparerede NER mindre
DNA-stykker som BER normalt ville have repareret. Dette tyder på at NER har flere
substrater og dermed kan virke mod et bredere spektrum af skader [Cooke et al., 2003].
Overordnet følger NER disse trin:
• GGR
Deformationen genkendes
Strengen oprulles af forskellige proteinkomplekser
Strengen skæres
Strengen ligeres
Hvis RNA-polymerase er blevet stoppet på grund af en skade initieres TCR:
• TCR
Deformationen genkendes
RNA polymerasen flyttes
Det skadede DNA fjernes
RNA-polymerasen flyttes tilbage og noget af mRNA strengen slettes så der
undgås fejl
Eukaryotisk NER består af mindst 25 forskellige proteiner [Larsen et al., 2005] mens andre
forskere mener at det består af 30 proteiner [Christmann et al., 2003]. I eukaryote celler,
hydrolyserer enzymet den 6. fosfordiesterbinding på 3´ siden og den 22. på 5´-siden. Dette
resulterer i et fragment på 27-29 nukleotider. En exinuklease binder sig til den side hvor
den uhåndterlige skade sidder. Exinuklease klipper DNA strengen på begge sider af
skaden og segmentet bliver fjernet vha. en helicase. Eukaryotiske celler bruger DNA Polε
til at lukke hullerne i DNA strengen. Polymerase (I eller ε) reparerer AP-sitet og til sidst
forsegler DNA ligase det. Exinuklease bruges for at skelne dets aktivitet fra endonukleaser,
der klipper ved specifikke sites, hvor exinukleaser kun klipper skader i forbindelse med
repair [Nelson og Cox, 2000, s. 955]. NER består af to forskellige pathways; GGR (Global
genomic repair) og TCR (transcription-coupled repair). GGR er transkriptions uafhængig
og reparerer de steder på genomet, der ikke er ved at blive transkriberet og den ikke-
transkriberede streng i transkriberede regioner. Fotoprodukter fjernes hurtigt og effektivt
af GGR. CPDs (Cyklobutan pyrimidin dimerer) fjernes derimod langsomt af GGR, mens
TCR hurtigt fjerner CPDs. TCR aktiveres af blokerende RNA-polymeraser og er derfor
transkriptions-afhængig [Christmann et al., 2003].
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Figur 1.8 Mekanismerne i NER. I GGR, genkendes DNA læsionen af XPC-HR23B, RPA-XPA eller
DDB1-DDB2. DNA oprulning udføres af transcription factor TFIIH, og fjernelsen af læsionen
foregår via XPG og XPF-ERCC1. Til sidst lukkes hullet af Polδ eller Polε og ligeres af DNA-ligaseI. I
TCR blokeres RNAPII af læsionen og dette aktiverer repair pathwayen. Hjælpemolekylerne CSA,
CSB og TFIIS trækkes til læsionen og fjerner RNAPII fra sitet, og dette gør sitet tilgængeligt for
exonukleaserne XPF-Ercc1
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Global Genomic Repair
Muterede celler fra mennesker og gnavere, har bidraget til identifikationen af de fleste
af generne, der koder for proteinerne i NER. Derfor har proteinerne fået navne efter de
respektive sygdomme. F.eks kommer navnet XPA-XPG af Xeroderma Pigmentosum, en
hudsygdom, hvor NER ikke virker, og man derfor ikke kan reparere skader fremkommet
af UV-stråler. GGR pathway genkender og reparerer en lang række baseændringer.
Undersøgelser peger på, at det første kompleks der bindes til DNA-molekylet i GGR
er DDBs ("Damaged DNA binding"protein) som er en heterodimer af 2 polypeptider, DDB1
og DDB2 [Costa et al., 2003]. Det tyder også på, at DDB genkender UV-læsioner som
f.eks CPD (cyklopyrimidin dimer). (Yderligere kan der bindes XPC-HR23B og RPA-XPA
(ikke tegnet på figur 1.8), som også er 2 DNA-genkendelseskomplekser. XPC-HR23B og
RPA-XPA genkender forskellige skader XPC-HR23B genkender for eksempel (6,4)PPs -
det samme gør RPA-XPA, men denne genkender også skader forårsaget af cisplatin (et
alkylerende stof) [Christmann et al., 2003]). Når disse genkendelseskomplekser bindes
bøjer DNA-molekylet. Dette medfører at transkribtionsfaktoren TFIIH også binder sig til
skaden. Transkriptionsfaktorer har helikaseaktivitetsegenskaber, dvs. at de vikler DNA-
helixen ud. I DNA sker dette ved at TFIIH danner et kompleks med XPB og XPD, 2
helicase subunits, og dette tillader derfor heterodimeren XPA-RPA at interagere med
skaden. Samtidigt forlader XPC-HR23B repair komplekset. XPA verificerer den ændrede
base og 2 endonukleaser, XPG og XPF-ERCC1, fjerner de ændrede baser. Resynthese bliver
udført af Polδ og Polε og DNA ligaseI lukker hullet. [Larsen et al., 2005].
Transcription Coupled Repair
De enkelte trin i TCR er ikke lige så undersøgt som i GGR. Hvor GGR virker over hele
genomet (deraf navnet Global Genome Repair) virker TCR kun på den transkriberede
streng [Costa et al., 2003]. Navnet CS (CSA og CSB) kommer fra sygdommen Cockayne
Syndrom, der skyldes mutationer i to gener (ERCC6 og ERCC8) og påvirker TCR. I stedet
for XPC-HR23B bliver TCR aktiveret fordi RNApolII (RNA-polymerase) er stoppet. RNA-
polymerasen stopper fordi en ændret base ikke er i stand til at danne hydrogen bindinger.
Selve standsningen af RNApolII fungerer som genkendelse og erstatter dermed XPC-
HR23B-komplekset i GGR. CSA og CSB er nødvendige for fjernelsen af RNApolII. Det
tyder på, at CSB kan udføre "translokaseaktiviteter"og dermed allokere RNApolII fra
læsionen [Christmann et al., 2003]. Når læsionen er blevet repareret tyder det på at TFIIH
kløver ca. 35 nukleotider fra den syntetiserede DNA-streng. RNApolII vender derefter
14
tilbage til templaten, dette betyder at de fejl der eventuelt måtte være blevet overført til
mRNA-strengen er blevet slettet og den reparerede DNA-streng aflæses nu korrekt af
RNApolymerasen [Costa et al., 2003].
1.3.3 Mismatch repair
MMR (Mismatch repair) reparerer baser der er misparret med hinanden, f.eks hvis A er
parret med G eller C. To baser der er parret rigtigt kan misparres hvis der sker spontane
ændringer i én af baserne således at den ændres til en anden base. f.eks kan en af baserne
deaminere, bliver oxideret eller methyleret. 2 baser kan også parres forkert hvis der sker
fejl i replikationen. MMR kan rette disse fejl, så en akkumulation af mutationer undgås
se figur 1.9. Hvis MMR er ude af funktion vil det bevirke en stor stigning af mutationer i
forskellige gener. Dette ses f.eks. ved den arvelige tarmkræft Hereditary Non-Polyposis
Colorectal Cancer [Christmann et al., 2003].
Figur 1.9 MMR (mismatch repair). MutSα (hMSH2-hMSH6) Genkender DNA læsionen. MutSα-
ADP-komplekset medfører at ADP omdannes til ATP. Dette stimulerer ATPase aktivitet, og ved
hjælp af hydrolysering bindes MutLα komplekset (hMLH1-hPMS2). ATP hydrolyse inducerer
translokation af MutSδ langs med DNA-strengen. ExoI Fjerner basen og re-synthesen af strengen
sker ved hjælp af Polδ. [Christmann et al., 2003]
15
Genkendelse af skade
Ved MMR binder et genkendelseskompleks (MutSα) sig til mismatchen. MutSα er
sammensat af 2 proteiner MSH2 og MSH6. Et andet genkendelseskompleks kan også
formes hvis MSH2 og MSH3 danner et kompleks; kaldet MutSβ. MutSβ bindes til
insertion/deletion skader, dvs. skader hvor en bestemt sekvens i template er gentaget, og
DNA-polymerasen scanner over en af de gentagne sekvenser, så der enten transkripteres
et sæt for meget eller for få nye baser, og der dannes herved et loop på DNA-strengen,
fordi den ene streng er kortere end den anden, men de passer stadig sammen. MutSα kan
både bindes til insertion/deletion loops og til base-base mismatches. For at kunne udskifte
den rigtige af de to baser i mismatch identificerer MutSα datter-strengen og template.
Hvordan MutSα kan skelne på de to strenge er endnu ikke fuldstændigt kortlagt, men
der er forskellige teorier. Det er vist at i E.coli methyleres A på template strengen, og
herved kan repair systemet skelne de nye strenge fra de oprindelige [Marti et al., 2002]. I
eukaryotiske celler peger undersøgelser på, at MutSα finder fejlbaserne i datterstrengen på
grund af at der er uligerede enkeltstrengede DNA-stykker, kaldet Okazaki fragmenter på
den nye streng som følge af syntese [Christmann et al., 2003].
Nucleotid-indsættelse og ligering
Ifølge en teori kaldet ”Molecular svitch model” tiltrækker bindingen af MutSα ADP
og dette trigger en proces hvor ADP omdannes til ATP[Christmann et al., 2003]. Dette
stimulerer ATPase aktivitet fra MutSα-komplekset som gør at komplekset løsnes fra
mismatchen og flyttes videre nedenstrøms (downstream) med DNAet. Dette signalerer at
resten af MMR downstream-komponenterne skal komme til stedet [Larsen et al., 2005].
Når APTase-aktiviteten daler får dette MMR enzymerne til at dissociere fra stedet igen
[Christmann et al., 2003]. Når MutSα (eller MutSβ, men her vil vi bruge MutSα som
eksempel) bindes til base-base læsionen eller loopet, sker det sammen med et andet
kompleks, MutLα og DNA-strengen skæres efterfølgende af exonukleaseI (exinukleaser
kan kun nedbryde DNA fra en fri ende af en streng) og det nye DNA-stykke syntetiseres
af Polδ, og ligeres af DNAligase [Marti et al., 2002].
1.3.4 Double Stranded Break repair (DSB)
DSBs (Double-stranded breaks) i DNA kan være forårsaget af ioniserende stråling og ROS
dannet gennem den oxidative metabolisme [Khanna og Jackson, 2001]. Dobbeltstrengede
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brud dannes som et mellemled i naturlige cellulære processer, såsom meiose og V(D)J
rekombination [Gu et al., 1997]. DSBs kan forårsage kromosomale misdannelser, der kan
føre til cancer eller være dødelige for celler - selv et enkelt urepareret DSB i et essentielt
gen i højere eukaryoter kan føre til apoptose [Christmann et al., 2003]. Dobbeltstrengede
brud kan repareres igennem en pathway, der kaldes for DSB repair, og de repareres enten
igennem recombinant repair pathway, som også hedder Homologues recombination (HR)
eller igennem nonhomologous end-joining (NHEJ) pathwayen. Om DSBs repareres af NHEJ
eller HR afhænger meget af hvilken fase af cellecyklus cellen befinder sig i, og hvilken type
celle. I simple eukaryotiske celler som gærceller er HR hovedreparationsvejen. I højere
pattedyr er det NHEJ der dominerer [Helleday, 2003; Khanna og Jackson, 2001]. NHEJ
reparerer dog hovedsageligt de DSBs, der kommer i G0/G1 fasen hvor HR er aktiv i den
sene S fase og i G2-fasen [Kim et al., 2006; Khanna og Jackson, 2001; Christmann et al., 2003].
Overordnet sker følgende trin i DSB repair:
• I NHEJ genkendes skaden af en heterodimer
• Enderne processeres og ligeres
• I HR bruges søsterkromatinet som template så der dannes recombinat DNA
Nonhomologous end-joining (NHEJ)
NHEJ går direkte ind og sætter de brudte ender sammen, ved at tilpasse enderne og ligere
dem. Enderne føres sammen via det DNA-bindende proteinkompleks Ku som består af 2
forskellige monomerer Ku70 og Ku80. Ku binder sig til de brudte ender uden at komme i
kontakt med baserne. Derudover berører Ku kun sukker-fosfat backbone i DNA ganske
lidt, idet det passer ind i endernes ujævnheder. Når Ku-komplekset bindes til de skadede
DNA-ender beskytter det DNA fra nedbrydning af exonukleaser. Herefter tiltrækkes en
katalytisk subunit (DNA-PKcs) og når dette bindes til KU-komplekset formes det aktive
enzym (DNA-PK holoenzym). DNA-PK enzymet aktiveres når det interagerer med et
SSB, der hvor DSB skaden findes, og enzymet besidder yderligere kinase-egenskaber som
gør at XRCC4 cofaktor danner et stabilt kompleks med DNA-ligase IV [Kim et al., 2006].
Ligasen bindes til enderne af DNA molekylet og fører de komplimentære strenge sammen
uden dog at ligere dem. Tilpasningen af Ku-DSB-enderne er ATP-afhængig og udføres af
Mre11-Rad50-NBS1 komplekset der bl.a. består af to Mre11 nuklease subunits, to Rad50
ATPase subunits [Gu et al., 1997]. Komplekset udviser exonuklease - , endonuklease - og
helikaseaktivitet, og tilpasser DNA-molekylet i 3´enden. FEN1 tilpasser DNAet i 5´enden.
Et andet protein der er indvolveret i at processere flappende (overhang) DNA er Artemis.
Artemis fosforyleres af DNA-PK og får derved endonuklease aktivitet og nedbryder herved
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Figur 1.10 NHEJ (non-homologous end joining). Genkendelse af og binding til skadet DNA sker
af Ku70-Ku80 komplekset. Derefter binder Ku heterodimeren sig til DNA-PKcs, og dette skaber
det aktive DNA-PK holoenzym. Dette aktiverer XRCC4-ligase IV som samler DNA enderne. Før
re-ligation af XRCC4-ligase IV bliver DNA enderne gjort klar til ligering af MRE11-Rad50-NBS1
komplekset og det antages at denne proces involverer FEN1 og Artemis, som former et stabilt
kompleks med DNA ligaseIV
ssDNA overhangs og hårnåle-strukturer (hairpins). Denne tilpasning tyder på at være
meget nødvendig for at kunne tilpasse DNA i NHEJ [Helleday, 2003]. Når enderne er
blevet processeret, ligeres begge strengene og Ku proteiner, der findes i store mængder,
frigøres til sidst.
Homologues Repair (HR)
Homologues recombination initieres når den beskadigede DNA streng kommer i kontakt
med en intakt DNA streng fra søsterkromatinet som den deler sekvens homologi med
og som den derved kan bruge som template når den skal repareres [Larsen et al., 2005].
Derfor er HR også mest aktiv i S- og G2-fasen, hvor søsterkromatinerne ligger tæt sammen
og har "lettere"ved at finde hinanden end i de andre faser i cellecyklus.
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Figur 1.11 Mre11-Rad50-Nbs-komplekset skærer i DNA-strengen og forbereder enderne således at
Rad52 bindes og dette katalyserer udskiftningen af DNA-strenge med søsterkromatinet. Efter at
strengen er syntetiseret, ligeres DNA, og der forekommer Holliday Junction
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Først bliver DSBs ender nedbrudt af MRE11-Rad50-NBS1 komplekset i 5´ til 3´ retningen.
Dette danner et overhang på DNA som rekombinationsproteinet, Rad52, binder sig til
7 proteiner der tilsammen former en ring omkring DNA-molekylet så dette beskyttes
mod nedbrydning fra exonukleaser. Rad52 konkurrerer med Ku proteinet om at binde
DNA enderne og det er således blevet foreslået at det er vinderen af denne konkurrence
der bestemmer om de DBSs bliver repareret via HR eller NHEJ [Christmann et al., 2003].
Rad52 reagerer med et andet rekombinationskompleks, Rad51, som består af en række
subunits (Rad51B, Rad51D, XRCC2 og XRCC3) og Rad51 katalyserer udskiftningen af
DNA-strenge med det ubeskadigede DNA-molekyle, således at DNA overhanget fra den
ene side af DSB syntetiseres udfra det ubeskadigede DNA. Rad51-komplekset opruller
også den ubeskadigede DNA-streng så den danner et loop, og placerer den op ad den
beskadigede streng [Helleday, 2003]. Et andet protein, RPA, er også vigtig i processen
da det formodentligt bindes til den allokerede DNA-streng. Når det nye DNA er blevet
syntetiseret udfra den ubeskadigede streng, og strengene ligeres. Derefter rekombineres
strengene så der enten forekommer overkrydsninger på de to kromosomer (Holliday
Junktion), eller også repareres den ødelagte DNA-streng uden at de to bytter DNA.
1.3.5 Direct reversal of damage (DR)
Vi vil her kort forklare hvordan DR aktiveres og reparerer DNA-skader. DR aktiveres
både af fotoprodukter og alkylerede DNA-baser, ved oxidative skader aktiveres DR
ikke i så høj grad som de andre beskrevne DNA-repair pathways. DR kan dog ikke
udelukkes fra at reparere skader forekommende i Hela celler. Duncan et al. undersøgte i
2002 om to enzymer (dioxygenaser) der indgår i DR var at finde i bl.a. HeLa celler. Et af
enzymerne (ABH2) kunne detekteres mens det andet (ABH3) ikke kunne. Tilstedeværelsen
af ABH2 indikerer at DR er virksomt i HeLa celler [Duncan et al., 2002]. DR pathway’en
aktiveres ved UV stråling på 200-300 nm og ved baselæsioner efter interaktion med
alkylerende stoffer. Alkylerende stoffer sætter alkylgrupper på DNA-baserne. UV lys
ødelægger baserne i DNA, da lyset danner en dimer af to sidestillede baser, ofte to T i så
fald dannes der en thymin-dimer. To C kan også binde sig sammen og C og T kan ligeledes
bindes sammen. Sammensmeltning af de sidstnævnte baser fremkommer dog i mindre
antal. Disse pyrimidin-dimerer forårsager at DNA-strengen hverken kan replikeres eller
transkriberes. Lys kan også lave andre fotoprodukter såsom (6,4)fotoprodukter, se figur
figur 1.12 [Christmann et al., 2003].
DR aktiveres hovedsageligt af UV-skader og skader forårsaget af alkylerende stoffer. Derfor
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Figur 1.12 UV lys skaber thymindimerer og (6,4)photoproducter [Christmann et al., 2003].
er denne pathway mindre interessant for vores problemstilling end dem der aktiveres
af oxidative skader. Dog har vi ikke fundet noget litteratur der entydigt udelukker at
DR aktiveres ved udsættelse for en oxiderende agent. Som før nævnt er DR ikke den
primære repair mekanisme, men der er nogle mekanismer der indikerer at DR aktiveres i
mindre grad ved oxidative skader; NER reparerer også fotoprodukter ((6,4)fotoprodukter)
og cyklobutan pyrimidin dimerer [Christmann et al., 2003] og NER aktiveres netop ved
oxidative skader [Cooke et al., 2003]. Det kunne altså tyde på at når H2O2 danner en
cyklobutan pyrimidin dimer reparerer NER de fleste sammensmeltede baser før DR.
Eksempel på DR-repair
Udsættes DNA for MNNG (N-methyl-N’-nitro-N-nitrosiguanidine), som er et stærkt
alkylerende stof, alkylerer det blandt andet basen G til nogle forskellige O6-alkylguaniner
som under replikation, erstatter T med C. De O-alkylerede grupper på DNA-strengen
repareres af et protein i DR-pathway, der hedder O6-methylguanin-DNAalkyltransferase
(MGMT). MGMT udskifter den skadelige alkylgruppe direkte med dets eget Cystein
biprodukt. MGMT proteinet deaktiveres herved og kan således ikke klassificeres som
et enzym. MGMT proteinets Cystein site er lokaliseret inde i proteinet, hvilket betyder
at MGMT gennemgår en konformationsændring for at kunne udskifte den pågældende
alkylgruppe. Denne ændring er irreversibel, og konformationsændringen gør det ødelagte
protein til mål for proteaser, som nedbryder det [Christmann et al., 2003].
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2 Metoder til måling af DNA-skader
Der er blevet udviklet mange forskellige assays til at måle DNA-skader med. Nedenfor
er opstillet et skema, der opsummerer nogle af de mest anvendte assays til at måle
DNA-skader med. De enkelte metoders fordele og ulemper, samt hvilke DNA-repair
mekanismer de kan måle er også opstillet i skemaet. I næste afsnit vil Fast Micromethod
blive gennemgået i detaljen, da det er denne metode vi vil undersøge.
Metode Fremgangsmåde Fordele & Ulemper Repair Referencer
Comet
Assay
(Single
cell gel
Electrop-
horesis)
DNA-skader i hver enkelt celle
kan måles, idet en celleopløs-
ning spredes over et objektg-
las behandlet med agarose. Cel-
lerne farves med ethidium bro-
mid, og DNA-skaderne kan må-
les ud fra længden af cellens
”komethale”, der består af frag-
menteret DNA – jo længere ha-
len er, jo mere fregmenteret er
DNA
Fordele: Kan påvise dsDNA, s-
sDNA breaks og oxidative ska-
der som alkaline labile sites.
Ulemper: Anvendelse af muta-
gen (Ethidium bromid). Et stort
antal prøver er nødvendige til
analyse. Teknisk krævende. Sub-
jektiv metode – kan ikke replike-
reres på tværs af laboratorier.
BER,
NER
[Bihari et
al., 2002]
[Tian et
al., 2003]
[Wagner
et al.,
1998]
Cytoki-
nesis
block Mi-
cronucleus
(CBMN)
To cellekulturer opdyrkes og
opbevares i inkubator i 72 timer.
Et kemisk mutagent præparat
tilsættes de to kulturer efter 28
timer. Cytokinesen hæmmes af
cytochalasin-B og cellerne ak-
kumuleres som binukleare cel-
ler.
Fordele: Kan påvise kromosom
brud, non-disjunction og kan
påvise hvor stor en andel af
cellerne der er delende.
Ulemper: Kompleks metode.
Tidskrævende. Data kan kun
sammenlignes, hvis cellerne kun
har gennemgået en celledeling.
BER [Fenech
et al.,
1993][Fe-
nech et
al., 1997]
[Tian et
al., 2003]
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Metode Fremgangsmåde Fordele & Ulemper Repair Referencer
Forward
mutation
Assay
En cellekultur udportio-
neres i petriskåle og be-
handles f.eks. med UV-
lys. På dag 1 høstes celler-
ne og 200 celler overføres
til 60mmplader. Cellerne
inkuberes i 7 dage hvor-
efter toksiteten af det an-
vendte stof måles. Celler-
ne farves med 1% krystal
violet i 50% ethanol.
Fordele: Assayet er 4
til 10 gange så sensitivt
som Comet assay.
Ulemper: Tidskræven-
de. Kompleks metode.
BER,
NER
[Fenech et
al., 1999]
[Wagner et
al., 1998]
[Gaskell et
al., 2005]
Allium ce-
pa Assay
Rodspidser af løg dyr-
kes i en opløsning tilsat
et mutagent præparat. H-
vis cellerne er beskadiget
kan det observeres i mi-
kroskop.
Fordele: Billigt at udfø-
re. Forholdsvis hurtigt.
Ulemper: Testen kan ik-
ke overføres eller sam-
menlignes med mam-
male celler eller specifik-
ke repair-systemer.
Ikke Spe-
cificeret
[Rank og
Nielsen,
2005] [Aga-
novic et al.,
2004]
Fadu
Assay
(Fluor-
ometric
analysis
of DNA
unwin-
ding)
Cellerne behandles med
et mutagent stof og der
tilsættes lyseringsbuffer til-
sat NaOH (0,15 M), for
at denaturere DNA. Ha-
stigheden hvorved DNA
denatureres, måles ved
et fluorescerende kompleks
dannet af ethidium bro-
mid og dsDNA. Forhol-
det mellem de ubehand-
lede prøver og de be-
handlede prøver bestem-
mer andelen af dsDNA.
Fordele: Følsomt, Påli-
deligt. Kan påvise ssD-
NA og dsDNA breaks
Ulemper: Der anvendes
Ethidium Bromid, So-
nikering, Kompleks for-
søgsgang.
BER,
NER
[Bergman
et al., 2003]
[Baumstark
Khan et al.,
2000]
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2.1 Fast Micromethod
Metoden, der ligger til grund for vores forsøg, er beskrevet i Batel et al og benævnes
gennem rapporten Fast Micromethod. I dette afsnit beskrives kronologien samt
principperne i Fast Micromethod. Metoden bliver i praksis overvejende benyttet af
miljøbiologer, men kan ifølge indehaverne af patentet for metoden, med succes benyttes
i molekylærbiologiske sammenhænge som f.eks måling af DNA-skader og DNA-repair
[Batel et al., 1999; Bihari et al., 2002].
Styrken ved Fast Micromethod relateret til andre assays anvendt til bestemmelse af DNA-
skader ligger i simpliciteten, objektiviteten og den relativt begrænsede tidsramme, der
kræves for at udføre metoden. Derudover anvendes der i Fast Micromethod fluorokromet
PicoGreen der ikke er mutagent [Bihari et al., 2002]. Senere i rapporten vil metoden blive
evalueret baseret på de resultater vi har opnået gennem Fast Micromethod.
Fast Micromethod har til formål at måle omfanget af DNA-skader, ved at måle hastigheden
hvorpå dsDNA denaturerer ved høj pH. I Fast Micromethod benyttes henholdsvis
lymfoblaster fra mus samt humane lymfocytter, og der anvendes enten gammastråling
eller 4-nitroquinolin-N-oxid til at beskadige cellernes DNA. 3000 af de beskadigede
celler overføres til hver brønd i en 96-brøndsplade. Herefter tilsættes cellerne 25µL
lyseringsbuffer. Lyseringsbufferen indeholder SDS (sodium dodecyl sulfate), EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid) og Urea (urinstof), samt fluorokromet PicoGreen. SDS
binder sig til og denaturerer proteiner, samt nedbryder cellemembranen. Urea denaturerer
ligeledes proteiner. EDTA konserverer DNA. Lyseringsbufferens funktion er at nedbryde
cellemembranen og derved blotlægge DNA-molekylerne Appendix F. Da DNA efter
lysering er ubeskyttet af cellemembranen, kan Fluorokromet, PicoGreen, binde sig mellem
de to strenge i DNA-alfahelixen i dsDNA. Lyserings processen skal forløbe ved 5 °C i 40
minutter og processen skal forløbe i mørke da PicoGreen er lysfølsomt. Efter lyseringen af
cellemembranen, tilsættes hver brønd en stærk base i form af 250 µL NaOH-opløsning, der
denaturerer det beskadigede dsDNA, som ligger blottet i brøndene på 96-brøndspladen.
pH-værdien beskrives som et yderst kritisk parameter i Fast Micromethod, da denne skal
ligge i intervallet 12,4 +/- 0,02 for at denatureringen vil forløbe optimalt.
2.1.1 Princippet bag Fast Micromethod
Vi vil i dette afsnit beskrive de overordnede principper i Fast Micromethod – dette på
baggrund af [Batel et al., 1999] samt relevant forskning foretaget af andre forskerhold.
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I basiske opløsninger på omkring pH 12, bliver hydrogenbindingerne imellem de 2 DNA-
strenge brudt og de 2 strenge adskilles. Enkeltstrenget DNA, ssDNA, er relativt stabilt i
basiske opløsninger. I hvor høj grad DNA splittes i basiske opløsninger afhænger af det
dobbeltstrengene DNAs (dsDNA) længde men også af hvor mange enkeltstrengede brud
der er på strengene, og på hvor mange basisk ustabile sites der er dannede (alkaline-labile
sites). Disse ustabile sites kan dannes hvis DNAet er blevet skadet. Jo mere skadet DNAet
er jo hurtigere splittes DNA strengene ad i basiske opløsninger. Ved hjælp af flurokromer,
som er et flouriserende stof der binder sig til dsDNA, kan man måle denatureringen
af dsDNA selv når der er forstyrrende stoffer til stede som fx RNA, ssDNA, proteiner
og urinstof. Det vil altså sige at ved at måle forholdet imellem dsDNA og ssDNA i en
opløsning efter et bestemt tidsrum i en basisk opløsning, kan man finde ud af i hvor høj
grad DNAet er blevet beskadiget.
PicoGreen fluorescerer ved en pH-værdi mellem 8 og 12,8. Over 12,8 ligger fluorescensen
tæt på 0, og dette formodes at skyldes at alt DNA er fuldstændigt denatureret og at
farven inaktiveres ved så høj pH [Rock et al., 2003]. pH-værdien i NaOH-opløsningen
skal derved være høj i udførelsen af Fast Micromethod assay, da DNA kun oprulles ved
høje pH-værdier. pH 12,4 vælges specifikt i det basiske område da denatureringen af
DNA kan foregå ved denne pH samtidigt med at fluorescensen af PicoGreen bundet til
dsDNA (dobbeltstrenget DNA) er høj i forhold til fluorescensen af PicoGreen bundet til
ssDNA(enkeltstrenget DNA) se figur 2.1. pH-værdien er en kritisk parameter og skal holdes
konstant under målingerne, da fluorescensen ellers varierer. Ved tilsætningen af NaOH,
måles og registreres fluorescensen i en Microplate Reader. Målingerne af fluorescens skal
forløbe over mindst 20 minutter, med måling hvert 5 sekund [Batel et al., 1999]. PicoGreen
har høj affinitet for at binde sig til dsDNA og vil, såfremt mængden af tilsat fluorokrom
er tilpasset mængden af DNA, overvejende binde sig til dsDNA. Derudover er omfanget
af fluorescens fra ssDNA af en størrelsesorden der kan negligeres figur 2.1. Hvis DNA er
skadet, således at der er sket et brud på DNA-strengen vil denatureringen af DNA foregå
hurtigere idet brydningen af hydrogenbindinger kan påbegyndes fra flere stedet på en
gang figur 2.2 [Batel et al., 1999].
Fluorescensen vil således være et mål for mængden af dsDNA i brøndene og forventes
på baggrund af litteraturstudier at være eksponentielt aftagende [Cosa et al., 2001], hvor
hældningen afbilder omfanget af skader på DNA. Vi forventer at fluorescensen over tid vil
kunne beskrives med en eksponentiel aftagende kurve (se figur 2.3). Den nedre grænse,
som den eksponentielt aftagende funktion vil nærme sig, vil være et udtryk for emissionen
fra ssDNA som er det eneste der fluorescerer når denatureringen af dsDNA er fuldstændig
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Figur 2.1 Grafen afbilder sammenhængen imellem pH-værdi og relativ fluorescens. Fluorescensen
er målt ved Fast Micromethod og det ses af figuren at PicoGreen bundet til ssDNA ved pH 12,4, ikke
bidrager til fluorescensen med mere end 10% [Batel et al., 1999].
Figur 2.2 Figuren illustrerer hvordan denatureringen kan foregå hurtigere jo flere brud, der er
på DNA-strengene. Øverst på figuren er skitseret et dobbeltstrenget DNA-molekyle, der ikke er
skadet og hvor denatureringen derfor kun kan ske fra enderne af DNA. Nederst på figuren ses
et DNA-molekyle, der har fået enkelt- og dobbeltstrengede brud eller alkaline labile sites. Her
illustrerer pilene at denatureringen kan ske flere steder på samme tid.
[Cosa et al., 2001].
Vi forventer at startfluorescensen er proportional med antallet af celler (mængden af DNA),
dette fremgår dog ikke klart af resultaterne beskrevet af Batel et al.
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Figur 2.3 Denne graf illustrerer den forventede fluorescens pr. tid.
2.1.2 PicoGreen
I dette afsnit vil fluorokromet PicoGreen og dets egenskaber blive gennemgået. PicoGreen
er en kunstigt fremstillet fluorescerende farve og desuden en asymmetrisk cyaninfarve.
Cyanin er et stof med formlen
R2N[CH = CH]nCH = N + R2 
 R2N+ = CH[CH = CH]nNR2, hvor n er et helt tal.
Nitrogen og en del af den konjugerede kæde indgår som regel som en del af et heterocyklisk
system [cyanine dyes, 1997]. Baseret på Masse-spektrometri er PicoGreens grundstruktur
blevet fastsat; se figur 2.4.
Figur 2.4 Figuren viser grundstrukturen af PicoGreen. PicoGreen er navngivet efter anerkendt
nomenklatur til [2− [N − bis− (3− dimethylaminopropyl)− amino]− 4− [2, 3− dihydro− 3−
methyl− (benzo− 1, 3− thiazol− 2− yl −methylidene]− 1− phenyl-quinolinium]+
Asymmetriske cyaninfarver får forhøjet fluorescens, når de binder sig til dsDNA.
Cyaninfarverne kan, når de findes frit i en opløsning, rotere frit omkring deres =CH-
binding, men dette ophører når farvemolekylet bindes til DNA-baseparrene. PicoGreen
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bindes hovedsageligt mellem de to DNA-strenge i dsDNA, hvilket kaldes interkalation.
Figur 2.5 Her ses DNA hvor det midterste mørkt område er major groove og det lyse område i
toppen og bunden af figuren er minor groove. Nogle fluorescerende stoffer bindes i grooves, men
PicoGreen bindes hovedsageligt inde imellem DNA-baserne (interkalativt)
Når PicoGreen binder sig til ssDNA og dsDNA bliver PicoGreen/DNA komplekset
potentielt fluorescerende. For at blive fluorescerende skal PicoGreen belyses med en specifik
bølgelængde der får en elektron til at blive (exciteret) til et højere energistadie end det
neutrale grundstadie. Elektronen exciteres af en foton. Hvis fotonen har en forkert energi
exciteres elektronen ikke. Derfor er excitationsbølgelængden vigtig at justere alt efter
hvilket molekyle der skal exciteres. For PicoGreen er excitationsbølgelængden blevet målt
til både 485 [Zipper et al., 2004] og 355nm [Cosa et al., 2000, 2001]. Forklaringen på hvorfor
der er to exitationsbølgelængder er, kunne skyldes at der er en lille top i excitationsspektret
ved 355nm, men den største top ligger ved 485nm; se figur 2.6.
Det exciterede stadie er ustabilt og PicoGreen vil henfalde til grundstadiet under
udsendelse af lys, der er mindre energi-rigt end excitations-bølgelængden. Den
udsendte frekvens hvor PicoGreen lyser, kaldes for emissionen. For PicoGreen ligger
emissionsfrekvensen på imellem 522-524nm [Cosa et al., 2001; Zipper et al., 2004].
PicoGreen udsender en anden frekvens når den er bundet til dsDNA, end når den findes
frit i en opløsning; ved excitation er denne egenskab meget fordelagtig, da PicoGreen lyser
ca. 1000 gange kraftigere når den er bundet til dsDNA end når den er bundet til ssDNA.
Endvidere lyser PicoGreen meget svagt når den er ubundet [Cosa et al., 2001]. PicoGreen
kan dog også bindes til ssDNA, men når dette sker skifter det udsendte lys til en lavere
bølgelængde (red shift), og dette lys opfanges ikke, hvis lysmåleren er indstillet til at måle
lys fra PicoGreen-dsDNA komplekser.
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Figur 2.6 PicoGreens excitations- og emissionsbølgelængder i forhold til fluorescensen [Invitrogen,
2006].
PicoGreen overdoseres, hvis procentdelen af fluorokrom i en opløsning er for stor. Dermed
bindes fluorokromet ikke kun interkalært (imellem baserne), men også udenpå DNA-
molekylernes grooves se figur 2.5. En for høj koncentration af PicoGreen vil yderligere få
fluorokrom-molekylerne på DNA-backbonen til at nedsætte fluorescensen, så sammenstød
imellem molekylerne nedsætter fluorescensen. Nedsættelsen i fluorescens er stærkere
i ssDNA-PicoGreen komplekser end i dsDNA-PicoGreen komplekser. Herved vil der
observeres mere dsDNA i prøven end der egentligt er. Det er derfor vigtigt at forholdet
imellem fluorokrom og DNA-basepar er omkring 1:7 [Cosa et al., 2000] og 1:10 [Cosa et al.,
2001].
PicoGreen har en kort levetid på 4,26 nano-sekunder [Cosa et al., 2001]. Den korte levetid
betyder at når PicoGreen molekylet exciteres, tager det mindre end et nano-sekund at
vende tilbage til det neutrale stadie. En kort levetid er vigtig når denatureringen af dsDNA
måles, idet fluorokromet kun lyser i kort tid. Hvis PicoGreen i stedet havde en levetid på
flere minutter, ville man ikke kunne se forskel på lysmængden i de forskellige målinger.
Ved brug af et fluorokrom som Picogreen med en kort levetid vil der derfor undgås støj i
målingerne.
29
2.1.3 Denaturering af DNA
I opløsninger hvor pH er 7,0 og temperaturen er 25 grader, findes DNA-molekylet på helix
form, men ved høje pH værdier og stærk varme kan DNA denaturere. DNA denaturerer
ved en pH over 11,7 og under 3,1 [Ehrlich og Doty, 1958]. Når DNA denaturerer brydes
hydrogenbindingerne mellem baserne og DNA helixen skilles ad til to strenge; se figur 2.7.
Figur 2.7 DNA denatureres ved at hydrogenbindingerne, der holder de 2 strenge sammen, brydes.
Dette sker ved høje temperaturer, ekstrem pH og/eller ved lave ionstyrker [University, 2005].
Ved denaturering af DNA brydes de kovalente bindinger ikke, hvilket bevirker at DNAs
sukker-fosfat backbone, hvor baserne er bundet til, stadig er intakt. Da A-T danner to
hydrogenbindinger og G-C danner tre hydrogenbindinger, kræver det mere energi eller
højere pH at bryde hydrogen bindingerne mellem G-C end A-T[Nelson og Cox, 2000,
s.346].
2.1.4 Oxidative DNA-skader
I vores forsøg skades DNA med hydrogenperoxid, som er en fri radikal. Herunder findes
således baggrundsviden om frie radikaler og deres effekt på celler.
Molekylært oxygenO2 er kemisk reaktivt, og kan stabiliseres ved at modtage fire elektroner.
Oxygenmolekylet kan kun modtage elektroner ved en univalent reaktion (en elektron
af gangen), og dette medfører, at der findes tre reaktive mellemformer af oxygen som
tilsammen udgør de primære frie radikaler: O−2 (superoxid), H2O2 (Hydrogenperoxid) og
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•OH (hydroxylradikal). Superoxid ses også skrevet som O•−2 . Disse molekyler kaldes ofte
for ROS (reaktive oxygen species).
Når atmosfærisk oxygen tilføjes en elektron bliver det på den måde til O−2 og når O
−
2
modtager en elektron og to protoner dannes H2O2 . Når H2O2 modtager en elektron og
to protoner dannes •OH.
O2 + e− → O−2
O−2 + 2H
+ + e− → H2O2
2H2O2 + e− + 2H+ → •OH +OH− + 2H2O
[Prentø og Jensen, 2000] •OH kan blive neutraliseret ved at modtage endnu en elektron
og dermed danne vand. •OH er den mest reaktive af de primære frie radikaler [Jaruga
og Dizdaroglu, 1996]. Dette gør •OH til den mest skadende oxidant, idet den samtidigt
reagerer med det nærmeste molekyle [Schraufstätter et al., 1988].
ROS er meget reaktive på grund af deres uparrede elektroner, de er derfor blandt andet
i stand til at gøre skade på kroppens lipider, proteiner og DNA. På grund af ROS
høje reaktivitet er de blevet sat i forbindelse med udviklingen af cancer, alderdom og
mutagenese [Guerniou et al., 2005; Larsen et al., 2005].
En celle danner frie radikaler i små koncentrationer ved sin egenmetabolisme, men cellerne
udsættes for frie radikaler i langt højere koncentrationer ved indtagelse af visse lægemidler,
rusgifte, reaktive metaller og organiske forbindelser [Prentø og Jensen, 2000]. Cellen har
et naturligt forsvar mod frie radikaler i form af antioxidanter. Antioxidanter er stoffer
der er i stand til at optage de frie radikalers uparrede elektron, og dermed uskadeliggøre
dem. Derudover har cellerne forskellige enzymer der uskadeliggører de reaktive molekyler.
Superoxid dismutaser (SOD), catalaser og peroxidaser er alle enzymer der hver uskadeligører
ROS [Henle og Linn, 1997]. Eksempelvis er enzymkomplekset catalase i stand til at spalte
H2O2 til vand og ilt efter følgende reaktion:
2H2O2 → O2 + 2H2O
[Alberts et al., 2002, s.687].
SOD synes at være den primære form for beskyttelse mod oxidative skader. SOD virker
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ved at ændre superoxid til ilt ud fra følgende reaktioner:
2O−2 + 2H
+ → O2 + H2O2
O−2 + Fe
3+ → Fe2+ +O2
[Henle og Linn, 1997].
Superoxid er negativt ladet, hvilket betyder at det "binder"vand, og dermed bliver polært.
Dette gør at superoxid ikke er i stand til at diffundere over lipiddelen af cellens membran.
H2O2 er derimod i stand til at diffundere gennem cellens membran og dermed ind i
cellekernen hvor den kan lave skader på DNA ved at danne •OH tæt på DNA [Jaruga og
Dizdaroglu, 1996]. Ydermere kan H2O2 reageremed en proton (H+) og en jernion (Fe2+) og
skabe hydroxylradikalen samt et meget reaktivt, oxiderende stof nemlig Fenton radikalen
(Fe3+), dette er vist i de foregående reaktioner [Henle og Linn, 1997]. Denne jernion
oxiderer DNA [Henle og Linn, 1997]. Dette demonstrerer hvorledes H2O2 interagerer med
forskellige stoffer, inklusiv metaller, og de nye frie radikaler og reaktive ioner skader DNA
yderligere. Når DNA skades betyder det at baserne ændres; ikke sukkerfosfat-spiralen. I
figur 2.8 er de 24 oftest forekommende baselæsioner vist.
Figur 2.8 De 24 oftest forekommende oxidative DNA-basealternationer
32
Den primære repair pathway til oxidative skader er BER. Desudenmedvirker NER og DSB-
repair også til forsvar mod oxidative skader [Henle og Linn, 1997]. Såfremt de oxidative
skader ikke bliver rettet af cellens repairsystem vil den pågældende skade resultere i et
såkaldt "alkaline labile site", som direkte oversat betyder basisk ustabilt sted (på DNA-
molekylet). Alkaline labile sites vil resultere i at der ved høje pH-værdier, vil forekomme
en denaturering af DNA-helixen startende fra netop det sted på DNA molekylet der er
blevet basisk ustabilt. Et alkaline labile site vil således blive til et enkeltstrenget eller
dobbelstrenget brud.
2.1.5 HeLa-WT cellelinie
Cellerne, som bruges i dette forsøg, er af cancer cellelinien HeLa WT, og bruges verden
over til cancerforskning. I dette kapitel vil HeLa cellens historie kort blive fortalt. Derefter
vil der kort blive gennemgået hvordan HeLa celler kan dø (apoptose og nekrose), da dette
vil blive diskuteret i forbindelse med forsøgsresultaterne.
HeLa celler blev i 1951 isoleret fra en kvinde ved navn Henrietta Lacks, som var
diagnosticeret med en aggressiv form for livmoderhalskræft. Med disse cancer celler
lykkedes det, for første gang nogensinde at dyrke en vedvarende cancercellelinie. I dag er
HeLa celler den mest brugte cancer cellelinie til forsøg. I kraft af deres meget aggressive
natur, deler HeLa-cellerne sig ofte (fordoblingstiden er 24 timer) og muterer nemt, hvilket
har ført til, at HeLa-celler har et unormalt antal kromosomer i forhold til raske celler
[Bottomley et al., 1969]. Analyser af HeLa cellers kromosomer viser dog at HeLa cellers
genom er stabilt efter mange års vedvarende dyrkning [Masters et al., 2000] og at ændring
af genotypen er usandsynlig hvis cellerne til forskning opbevares frosset og udskiftes
regelmæssigt [Macville et al., 1999]. HeLa celler dyrkes i vækstflasker tilsat vækstmedie.
Cellerne sætter sig fast på bunden af flasken, og denne proces kaldes plating. Vækstflasken
har en speciel overflade så cellerne kan plate. Hela-celler begynder først at dele sig når de
har platet, og hvis de ikke er i stand til at plate vil de indlede programmeret celledød (se
afsnit 2.1.7 om apoptose). Det er vigtigt for vores forsøg at HeLa-cellerne plater, så de ikke
skylles ud med mediet, når dette suges op.
2.1.6 PlasmidDNA
Dette afsnit er medtaget for at oplyse om forskellen imellem nukleusDNA og plasmidDNA,
og for at give læseren en ide om hvorvidt plasmidDNA ligeledes kan anvendes til Fast
Micromethod, hvis man måtte ønske det. Baggrundsviden omkring plasmid DNA er
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interessant for rapporten, idet vi udfører et forsøg med plasmid DNA i stedet for HeLa-WT
celler, for at teste om startfluorescensen vil være nedadgående jo mindre DNA der bruges,
og for at se om Fast Micromethod kunne detektere et fald i dsDNA overhovedet.
Det er ikke alt DNA der findes lineært som det nukleare eukaryote DNA. Der findes
ligeledes ringformet DNA, eksempelvis er det DNA der er i mitochondrierne (mtDNA)
ringformet. Der findes ligeledes cirkulært dobbeltstrenget DNA, i form af plasmider.
Plasmider findes mest i bakterier, men forekommer også i gærceller. Plasmider bærer
typisk gener, som bakterien kan få brug for, for at kunne tilpasse sig skiftende omgivelser,
eksempelvis kan genet der koder for antibiotikaresistens ligge i et plasmid [Campbell og
Reece, 2004, 343]. Derudover har plasmider den egenskab, at de kan overføres bakterier
imellem, samt at de er i stand til at blive replikeret uafhængigt af bakterien. Rock et al.
har lavet et forsøg hvor de har brugt målt DNA skader i plasmid-DNA med Comet assay
samt en metode der ligner Fast Micromethod til forveksling som de kalder ”An automated
microplate-based method” [Rock et al., 2003]. Rock et al. bruger også PicoGreen, og de
viser at PicoGreen kan bindes til både lineært og cirkulært dobbeltstrenget DNA [Rock et
al., 2003]. Derfor vil man ligeledes kunne udføre Fast Micromethod på plasmid DNA. I det
forsøg vi udførte omtales plasmidDNA som vektorDNA. VektorDNA er små stykker DNA
isoleret fra plasmider og bruges ofte til at indsætte et gen i et genom.
2.1.7 Apoptose og Nekrose
Apoptose er celledød, som cellen selv udløser; apoptose kaldes derfor også for
programmeret celledød [Prentø og Jensen, 2000, s. 413]. Apoptose sker ved at cellen
nedbrydes indefra og skrumper ind, samt at DNA klippes op. Cellemembranens overflade
ændres også, således at cellen bliver mål for nedbrydning af nedbrydningsmolekyler
kaldet makrofager eller af naboceller.
Apoptose adskiller sig fra nekrose (ikke reguleret celledød) idet den døende celle ikke
skader de omkringliggende celler, fordi dens indhold forbliver inde i cellen (se figur 2.9).
Hvis en celle bliver skadet af ydre faktorer som eksempelvis lyseringsbuffer, kan den dø
ved nekrose. Nekrose er ukontrolleret celledød, der medfører at cellen vil få nedbrudt
cellemembranen og cellens proteiner med mere frigives til de omgivende celler. Hvis
nekrose sker i en organisme bliver celleindholdet spredt til det øvrige væv, hvilket kan
forårsage inflammation i omgivelserne. Celler går i nekrose hvis de ikke når at igangsætte
apoptose. HeLa celler kan gennemgå forsinket apoptose hvis de bliver for konfluente under
dyrkningen. Dette taler imod deres natur, da kræftceller generelt ikke er følsomme overfor
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Figur 2.9 En celle kan dø enten ved apoptose (programmeret celledød) eller nekrose (ukontrolleret
celledød).
celletæthed i modsætning til raske celler. Denne mangel på kontakthæmmende vækst gør
kræftceller farlige, da de netop deler sig ukontrolleret og ikke går i apoptose. Undersøgelser
viser dog at HeLa celler kan gå i apoptose hvis de bliver udsat for genotoxisk stress [Jiang
et al., 2005].
2.1.8 Metode til resultatbehandling: SSF
I dette afsnit beskrives en databehandlingsmetode, der hedder SSF (Strand scission factor),
som vi bruger til at behandle vores resultater med. Metoden introduceres her, da den er
essentiel for forståelsen af de grafer der vises i forsøg 3 og frem. Databehandlingsmetoden
har til formål at påvise sammenhængen mellem dosis og respons i et givent tidspunkt.
Dosis er H2O2 -koncentrationen og respons er fluorescensen. I Batel et. al (1999)
udregnes SSF ved at kontrolprøven sættes til 100% hvorefter resten af startfluorescenserne
omskrives til procenter relativt til kontrolprøven. Det vil sige at hvis kontrolprøven har
et startfluorescenstal på 100.000, og en anden prøve har et startfluorescenstal på 50.000,
sættes kontrolprøven til 100% og den anden prøve får derfor en værdi på 50% relativt hertil.
Derefter omregnes de følgende fluorescenstal til alle tider til procent relativt til den enkelte
prøves startfluorescens, således at de samme grafer som der er blevet produceret i forsøget
fremkommer igen, men nu opgivet i procenter (se den teoretiske kurve i figur 2.10).
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Figur 2.10 Denne graf viser en potentiel afbildning af en kontrolprøve samt en anden prøve.
De oprindelige kurver med fluorescens vs. tid er blevet lavet om til procent vs. tid i forhold til
kontrolprøven. kontrolprøven er sat til 100%, og i dette tilfælde starter den anden kurve (ikke
kontrolprøven) på 81% relativt til kontrolprøven
Herefter udregnes værdierne procentvist efterhånden som prøverne denaturerer. Idet DNA
i kontrolprøven bør denaturere langsommere end DNA tilsat H2O2 vil kontrolprøven
have en større værdi til tiden t minutter (hvor t 6= 0). For at finde den bedste tid at udregne
SSF i, udregnes korrelationen (r2) som er et mål for hvor tæt data, i og omkring et givet
tidspunkt, er et udtryk for en lineær sammenhæng. Korrelationen udregnes ved hjælp af
Excel, der finder den bedste lineære sammenhæng mellem de punkter det bliver givet.
Hvis korrelationen har værdien 1 eller -1 ligger punkterne præcis på en ret linie. Jo tættere
på 0 korrelationen er, des dårligere kan sammenhængen mellem data beskrives med en
ret linie. Hvis korrelationen er negativ, er det fordi linien har en negativ hældning og
omvendt, hvis korrelationen er positiv er hældningen positiv. Udfra tidsintervallet fundet
ved korrelationen, kan man udregne SSF, som er en faktor der indikerer hvor mange brud
der er på de H2O2 -skadede prøver i forhold til kontrolprøven. SSF udregnes således:
SSF = −log (%dsDNA(beskadigetmedH2O2)
%dsDNA(ubehandlet))
Hvis SSF = 0, er der ingen yderligere brud og basiske ustabile steder på den H2O2 -
behandlede DNA i forhold til kontrollen. Hvis SSF < 0 betyder det at det H2O2 -behandlede
DNA er mindre skadet end kontrollen. Er SSF > 0 betyder det, at det H2O2 -behandlede
DNA er mere skadet end kontrollen, vi forventer således at SSF > 0.
Årsagen til at logaritmen er inddraget i udregningen af SSF er at man derved teoretisk
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opnår en lineær sammenhæng imellem SSF og tid. Dette grunder i, at der ved division af 2
exponentielle funktioner fremkommer endnu en eksponentiel funktion, tages logaritmen
til denne eksponentielle funktion fås der et lineært udtryk (Se Appendix B).
Den grafiske fremstilling af SSF som funktion af tiden vil således være en lineær funktion.
Nu har man en Strand Scission Factor til alle målte tider og for alle koncentrationer. Det
er klart at SSF til kontrolprøven vil være 0 da man i dette tilfælde tager logaritmen til
1. Korrelationen bruges igen til at udregne det tidspunkt (T) hvor SSF som funktion af
koncentrationen af H2O2 , der bedst muligt kan beskrives med en lineær sammenhæng.
Figur 2.11 Denne graf viser en potentiel afbildning af SSF mod H2O2 -koncentrationen. Hvis de
oprindelige data har været perfekt exponentielt aftagende, med kontrolprøven som værende den
mindst aftagende vil SSF mod H2O2 -koncentratioen vise direkte propertionalitet.
I tiden T hvor korrelationen er bedst plottes SSF mod dosis. Denne sammenhæng burde
ligeledes være lineær (Appendix B) (se den teoretiske afbildning af SSF mod dosis
figur 2.11). Der forventes en positiv hældning idet DNA burde være mere skadet jo højere
koncentration H2O2 der er tilsat.
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3 Materialer og Metode
I dette afsnit beskrives de anvendte materialer og vores metode, som er udarbejdet ud
fra Fast Micromethod. Udregninger og fremgangsmetode til blanding af opløsninger,
samt laboratoriesikkerhed og teorien bag de anvendte præparater er at finde i Appendix.
Fremstilling af opløsninger findes i Appendix G. Laboratoriesikkerhed er beskrevet i
Appendix B. Oplysninger om betjening og funktionen af de apparater der arbejdes med i
forsøget finde i Appendix D.
3.1 Materialer
3.1.1 Dyrkning af HeLa-WT celler
• 96-brøndsplade optical Btm Plt polymerbase black w/lid cell culture sterile.
Produceret af Nalge Nunc international, New York, USA
• T-75 og T-25 flasker produceret af Nunclon, Surface Nalge Nunc international, steril
• 6-brøndsplade produceret af Nunclon, Surface Nalge Nunc international, steril
• Apparatet som anvendes til at tælle celler er af mærket Coulter Counter; Particle and
size analyzer
Vækstmedie
• 89% v/v GIBCO DMEM (Dulbeccos MEM with Glutamax-1 and DMSO(100 %
Dimethylsulfooxid))(Invitrogen, GIBCO)
• 10% v/v FBS (Fetal Bovine Serum) (BioChrom A.G.)
• 1% v/v Penicillin/Streptomycin, sikrer mediet kontaminering (Invitrogen, GIBCO)
Trypsinering
• PBS Dulbeccos (Invitrogen, GIBCO)
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• Trypsin-EDTA(×1) in HBSS w/o Ca and Mg, w/EDTA.4NA (Invitrogen, GIBCO)
3.1.2 Anvendte opløsninger
H2O2 -opløsninger
• H2O2 30% w/w (Sigma Chemical co. Steinheim, Tyskland)
• PBS Dulbeccos (Invitrogen, GIBCO)
Lyseringsbuffer
• SDS (Sigma chemical co. Steinheim, Tyskland)
• Fast Urea (E. Merck Darmstadt Tyskland)
• Fast EDTA (Sigma Chemical co. Steinheim, Tyskland)
• PicoGreen (P-7581-Invitrogen Molecular Probes )
• Autoklaveret vand
NaOH-opløsning
• Fast NaOH (Sigma chemical co. Steinheim, Tyskland)
• MiliQ vand
TE-buffer
• 10× TE-buffer (Sigma chemical co. Steinheim, Tyskland)
• Autoklaveret vand
3.2 Metode
Vi har gennem en række forsøg udarbejdet en metode med grundlag i Fast Micromethod.
Gennem forløbet er flere afgørende parametre i metoden blevet modificeret, hvilket har
betydet at metoden har undergået en løbende udvikling. Metoden vi beskriver i dette
afsnit, er vores afsluttende tilpasning af Fast Micromethod. Der er således tale om en
optimering af Fast Micromethod med henblik på vores valgte problemstilling. Metoden vil
ikke blive diskuteret i dette afsnit.
Metoden består af to dele hvoraf hovedvægten ligger i den første del, hvor metoden
udvikles og reproduceres. Del 1 består i at skade cellerne med en varierende koncentration
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af H2O2 og efterfølgende måle denatureringshastigheden, der er et mål for antallet af skader
på cellens DNA. I den anden del af metoden inkuberes cellerne i to timer (tilsat medie) efter
behandling med H2O2 . Idet cellerne får optimale vækstforhold vil der være mulighed
for at DNA-skaderne repareres. Herefter måles cellernes denatureringshastighed. Ved at
sammenligne denatureringshastigheden i de to del-forsøg vil det være muligt at måle hvor
meget cellernes DNA er blevet repareret. Derved vil celler, der har repareret DNA-skader,
forventes at have en lavere denatureringshastighed end cellerne i del 1, der ikke har haft
mulighed for reparation.
3.2.1 Del 1
Figur 3.1 Figuren illustrerer forsøgsgangen i del 1. Cellerne skades med H2O2 og lyseres
efterfølgende. NaOH tilsættes, DNA denatureres og fluorescensen måles
I forsøg 1-4 benyttes følgende metode:
• HeLa-WT celler udportioneres til 96-brøndsplader
• 200µL vækstmedie tilsættes hver brønd
• 96-brøndspladerne inkuberes ved 37 °Cmed 95% luftfugtighed og 5% CO2 i 24 timer
• Vækstmediet suges fra og cellerne skylles med PBS
• De ønskede H2O2 -koncentrationer tilsættes de respektive brønde i 96-brøndspladen
• 96-brøndspladen opbevares i mørke 5 minutter ved 5 °C, hvorefter H2O2 suges fra
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• Cellerne tilsættes 25µL lyseringsbuffer(9 M Urea; 0,1% SDS; 0,2 M EDTA; 20 µL
PicoGreen (ufortyndet stock opløsning)/mL lyseringsbuffer)
• 96-brøndspladen opbevares i 40 minutter ved 5 °C i mørke
• Hver brønd tilsættes 250 µL NaOH (pH-værdien af NaOH-opløsningen ændres i
forsøgene)
• Fluorescensen måles ved Microplate Readeren i 30 minutter hvert 5 sekund
Metoden modificeres, således at vi i forsøg 5-11 benytter følgende metode:
• HeLa-WT celler udportioneres til 6-brøndsplader
• 2 mL vækstmedie tilsættes hver enkelt brønd
• 6-brøndspladerne inkuberes ved 37 °Cmed 95% luftfugtighed og 5% CO2 i 24 timer
• Vækstmediet suges fra og cellerne skylles med PBS
• De ønskede H2O2 -koncentrationer tilsættes de respektive brønde i 6-brøndspladen
• 6-brøndspladen opbevares i mørke 5 minutter ved 5 °C, hvorefter hp suges fra
• Cellerne trypsineres og tilsættes PBS
• 5000 celler pr ønsket prøve udtages til eppendorfrør og centrifugeres i 5 minutter
ved 200G og 4 °C
• Supernatanten hældes fra, så kun pellet (cellerne) er tilbage i eppendorfrøret
• Cellerne resuspenderes i lyseringsbuffer (9 M Urea; 0,1% SDS; 0,2 M EDTA; 20 µL
PicoGreen (ufortyndet stock opløsning)/mL lyseringsbuffer)
• Celleopløsningen udportioneres til en 96-brøndsplade (5000 celler/brønd)
• 96-brøndspladen opbevares i 40 minutter ved 5 °C i mørke
• Hver brønd tilsættes 250 µL NaOH med pH-værdi 12,7, så den endelige pH-værdi i
brøndene bliver 12,4
• Fluorescensen måles ved Microplate Readeren i 30 minutter hvert 5 sekund
3.2.2 Del 2
Cellerne behandles som i del 1 med metoden fra forsøg 5-11, dog tilsættes der først
lyseringsbuffer efter to timers reparation i vækstmedie og opbevaret i inkubator. Cellerne
fra de to delforsøg udportioneres i den samme 96-brøndsplade, hvorved målingerne af
DNA-skaderne foretages simultant. Dette giver den optimale sammenlignelighed af data.
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Figur 3.2 Figuren illustrerer forsøgsgangen i del 2. Cellerne skades med H2O2 , tilsættes medie og
reparerer i 2 timer. Cellerne lyseres efterfølgende. NaOH tilsættes, DNA denatureres og fluorescensen
måles
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4 Resultater
I dette kapitel vil hvert forsøg blive gennemgået for at klarlægge hvilke parametre
der er særligt kritiske i Fast Micromethod. Gennemgangen af de enkelte forsøg og
forsøgsresultater illustrerer processen der er gået forud for at kunne konkludere om
Fast Micromethod kan anvendes til at måle DNA-skader i HeLa-celler. Endvidere kan
de endelige forsøg ses som en hjælp til de der ønsker at benytte denne metode og forstå
hvordan data der fås kan behandles. Alle data er ligeledes illustreret grafisk for at øge
overblikket. Fra forsøg 3 benyttes omskrivningsfaktoren SSF (jf afsnit 2.1.8). Grunden til
at SSF ikke benyttes i de to første forsøg er, at disse forsøg indeholdt for mange usikre
parametre til at resultaterne blev pålidelige.
4.1 Forsøg 1 - Fast Micromethod
4.1.1 Forsøgsgang
Første forsøg blev opstillet med henblik på at se om Fast Micromethod kan måle DNA
skader som forholdet imellem dsDNA og ssDNA. NaOH-opløsningen der anvendes i
dette forsøg havde som i Fast Micromethod en pH på 12.4, da NaOH-opløsningen ifølge
metoden skal justeres til 12.4 og derefter tilsættes et par dråber for at få den rigtige pH
i brøndene. Idet vi tilsatte 250 µL NaOH til 25 µL. Grundet det forholdsmæssige store
volumen af NaOH antog vi at pH i brønden forblev på 12,4. For at HeLa-WT cellerne skades
tilstrækkeligt så der kan måles DNA skader, undersøges hvilket område koncentrationen
af H2O2 skal ligge i. Litteraturstudier har vist at en koncentration på 50-60 µM samt 100
µM H2O2 forårsager en mængde DNA skader der er hensigtsmæssig med henblik på den
efterfølgende denaturering af DNA [Collins, 2005]. H2O2 -koncentrationerne anvendt i
forsøg 1 præsenteres i den illustrerede brønd nedenfor:
Da der i Fast Micromethod blev anvendt 3000 celler pr. brønd udportionerede vi 1500
celler i hver brønd, med henblik på at få et celleantal på 3000 celler 24 timer efter, da
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Figur 4.1 På figuren ses en skitse af brøndene i 96-brøndspladen fra forsøg 1. I række A er
koncentrationerne af H2O2 : 10 µM, 30 µM, 40 µM, 50 µM, 60 µM, 70 µM, 80 µM og 1000 µM. Der er
i hele række A udportioneret 1500 celler. Efter en cellecyklus på 24 timer forvente antallet af celler at
være 3000
cellerne her skulle have gennemgået en celledeling. Graferne fra dette forsøg er ikke
medtaget, idet de målte data ikke registrerede en denaturering af DNA. Enkelte kurver
var opadgående, hvilket indikere at der kommer mere dsDNA under denatureringen. Vi
konkluderede derfor at det var nødvendigt at ændre i forsøgsgangen. Da der kun kan
justeres et parameter af gangen valgte vi at undersøge antallet af celler.
4.2 Forsøg 2 - Celleantal
4.2.1 Forsøgsgang
I dette forsøg varieres celleantallet. H2O2 -koncentrationerne fastholdes for at kunne bruge
resultaterne til at konkludere hvilket antal celler der er optimal for målingerne. Microplate
Readeren indstilles til at måle på brøndene med 2 forskellige filtre, på henholdsvis
485/528nm og 380/528nm. Dette skal fastlægge hvilket filter der er optimalt i forhold
til excitations-bølgelængden fra PicoGreen. I brøndene A1-A3 blev der udportioneret
1500 celler, i A4-A6 blev der udportioneret 3000 celler, i A7-A9 15000 og i A10-A12
udportionerede vi 30000 celler. Cellerne blev udportioneret og havde derefter ca. 24 timer
til at plate i brøndene, samt at dele sig. Cellerne i hver brønd blev behandlet med 60 µM
H2O2 . Collins et al. (2005) udførte som tidligere nævnt et forsøg som tog udgangspunkt i
50 µM og 200 µM H2O2 , og da hensigten ikke var at cellernes DNA skulle blive for skadet
valgtes der en koncentration lidt over den nedre grænse i forhold til Collins et al (2005) -
det vil sige 60 µM.
4.2.2 Resultater
I dette afsnit præsenteres resultater og data fra forsøg 2. Det er disse data som ligger til
grund for vores overvejelser omkring antallet af celler som skal bruges i de fremtidige
forsøg. Resultaterne er målt ved brug af Microplate Readeren.
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Figur 4.2 Ovenstående figur illustrerer brøndene i 96-brøndspladen fra forsøg 2. I række A er
koncentrationen af H2O2 på 60 µM i alle brøndene, hvilket er valgt for bedre at kunne sammenligne
prøverne med forskelligt celleantal. Der er i række A1-A3 udportioneret 1500 celler, i række A4-A6
er der udportioneret 3000 celler, i række A7-A9 15000 celler og i række A10-A12 30000 celler.
Figur 4.3 Her bruges filteret med excitation/emission på 485/528nm. Grafen viser fluorescensen
over tid for udportionering af 1500 celler. 485/528nm filteret er det optimale filter til måling af
PicoGreens fluorescens. De tre prøver har ikke den samme startfluorescens, men har ser til gengæld
ud til at have den samme denatureringshastigheden efter ca. 200 sekunder.
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Figur 4.4 Her bruges filteret med excitation/emission på 485/528nm. Grafen viser fluorescensen
over tid for udportionering af 3000 celler ved excitation/emission på 485/528nm. Det væsentlige
ved de to grafer er at de har den samme startfluorescens.
Figur 4.5 Her bruges filteret med excitation/emission på 380/528nm. Grafen viser fluorescensen
over tid for udportionering af 1500 celler ved excitation/emission på 380/528nm. Det ses tydeligt at
der er store usikkerheder i målingerne med 380/528nm-filtret.
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Figur 4.6 Her bruges filteret med 380/528nm. Grafen viser fluorescensen over tid for udportionering
af 3000 celler ved excitation/emission på 380/528nm. Filteret der bruges her, er ikke optimalt til at
måle PicoGreens fluorescens.
På figur 4.3 ses det at startfluorescensen for 1500 celler, målt med 485/528 nm filtret, var
meget forskellig for de tre prøver, på trods af at der var udportioneret det samme antal
celler og behandlet med den samme mængde H2O2 . Denatureringshastigheden for de tre
prøver bliver dog mere ens efter ca. 200 sekunder, hvilket antyder at prøverne denaturerer
med den samme hastighed og derfor forventes at indeholde den samme mængde af
dsDNA.
På figur 4.5 ses det at startfluorescensen for 1500 celler, målt med 380/528 nm filtret,
varierede for de tre prøver, samt at filtrene gav store udsving i målingerne. 380 nm filteret
exciterer PicoGreen ved en mindre bølgelængde end den optimale bølgelængde som er
målt til 485 nm, og målingerne med 380 nm filteret giver derfor større usikkerheder.
På figur 4.4 ses det at startfluorescensen for 3000 celler var mere ens for de 3 prøver målt
med 485/528 nm filtret end prøverne med 1500 celler udportioneret. Grafen er dog en
anelse opadgående for brønd A4, og kun relativt lidt nedadgående for A6 hvilket ikke er
optimalt. For A5 er der ikke blevet indsamlet måledata, da fluorescensen fra PicoGreen er
højere end de indstillinger Microplate Readeren måler på. Det er væsentligt at prøver med
det samme antal celler har den samme startfluorescens, da dette indikerer at der er den
samme mængde dsDNA i prøverne.
Ligesom på figur 4.5 ses det på figur 4.6 at 3000 celler målt ved excitation/emission på
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380/528 nm giver store udsving og forskellig startfluorescens.
Resultaterne viste at der var andre parametre der er nødvendige at justere for at få
reproducerbare resultater, da graferne ikke var eksponentielt aftagende. Dog kunne vi
konstatere at brøndene med 3000 havde samme startfluorescens. Samtidigt karakteriserer
målingerne for brøndene sig ved, at målingerne har mindre udsving i de andre prøver
(se figur 4.4). Derfor konkluderes det at området omkring 3000 celler udportioneret, er
anvendeligt til videre afprøvning af metoden. Det ses at 485/528 filtret giver de bedste
reultater af de to filtre vi har til rådighed. Brøndene A10-A12 viste ingen målinger med
485/528 nm filtret; dette skyldes at fluorescensen fra 30000 celler er for høj til at kunne
registreres af Microplate Readeren med de anvendte indstillinger. De samme brønde
(A10-A12) viste udsving med 380/528 nm filtret, men disse målinger var igen svingende,
startede ikke i samme punkt og var opadgående.
4.2.3 Ændring af variable
Forsøg 2 viser at antallet af celler bør ligge i området omkring 3000 celler udportioneret.
For at undgå at benytte for få celler og derved måle på for lidt DNA, vælger vi i fremtidige
forsøg at benytte 5000 celler. Fast Micromethod skriver yderligere at der opnås de bedste
målinger ved 5000 celler. Idet denatureringen ikke fulgte en eksponentielt aftagende
funktion indikere dette at pH ikke er høj nok til at denaturere DNA effektivt. Derfor
laves et forsøg der har til formål at bestemme pH i brøndene efter tilsættelse af NaOH.
Overordnet set vil ændringerne foretaget i næste forsøg være som følger:
• Modificere pH-opløsning
• Benytte 5000 celler i hver brønd
4.3 Forsøg 3 - pH og vektorDNA
4.3.1 Forsøgsgang
Der udføres før det egentlige forsøg et separat forsøg hvor pH-værdien af NaOH-
opløsningen bestemmes ud fra at den endelige pH i hver enkelt brønd skal være præcis
12,4. Modifikationen af pH-værdien i NaOH-opløsningen blev foretaget eftersom vores
kurver i de forrige forsøg ikke så ud til at registrere en regelmæssig denaturering af DNA.
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4.3.2 Forsøg til bestemmelse af pH-værdi
Eftersom vi ikke havde adgang til et pH-meter der kunne måle pH-værdien direkte i
brødene, simuleredes en brønd ved at tilsætte lyseringsbuffer samt NaOH-opløsning til et
falconrør. Mængden af lyseringsbuffer og NaOH var forholdsmæssigt afstemt med det
forhold der er brugt i hver enkelt brønd. Derudover tilsatte vi TE-buffer for at modsvare
det udslag på pH-værdien som det let sure miljø i cellerne giver i brøndene. Der blev
fremstillet NaOH-opløsninger der varierede med 12.4+0.1 indtil den rigtige blev fundet.
Når den pågældende NaOH opløsning blev blandet med TE-buffer og lyseringsbuffer var
det således muligt at måle direkte på den simulerede brønd. Forsøgene viste at der skulle
tilsættes en NaOH-opløsning, med en pH-værdi på 12,7 for at få en endelig pH-værdi
i brøndene på pH 12,4. Forsøget viste endvidere at der ved tilsættelse af NaOH med
pH-værdi 12,4, resulterede i en endelig pH-værdi på 9,4 i brøndene.
4.3.3 Forsøg med vektorDNA
En mulig grund til at de forrige forsøg ikke gav brugbare resultater kunne være
at lyseringen ikke nedbryder cellemembranen, så cellernes DNA derved ikke blev
tilgængeligt for PicoGreen. For at undersøge denne hypotese udføres et forsøg med
vektorDNA (nøgent DNA) også kaldet vektorDNA. Yderligere vil vektorDNA-forsøget
kunne indikere om startfluorescensen er afhængig af mængden af DNA, da der i forsøget
blev anvendt forskellige mængder vektorDNA. Forventningen er at startfluorescensen er
direkte proportional med mængden af dsDNA. Det skal dog nævnes at vi ikke fremover
vil lave forsøgene med vektorDNA, da vi ikke er i stand til at bestemme omfanget af repair
ved brug af vektorDNA. I række B blev der udportioneret vektorDNA af typen TK1-WT
(human cytosolic thymidine kinase). Koncentrationen i vektorDNA stock opløsningen
blev målt ved at fortynde den 40 gange og efterfølgende måle absorbansen. Efterfølgende
kunne vi udregne koncentrationen til at være 50000 pg/mL (for udregninger se Appendix
A).
I Fast Micromethod måles der på 30000 pg DNA, mens de i Bihari et al. hævder at kunne
aflæse fluorescensen ved 25 pg DNA. Vi valgte således at udportionere vektorDNA i
følgende koncentrationsrække:
25000 pg, 12500 pg, 6250 pg, 3125 pg, 1563 pg, 781 pg, 391 pg, 195 pg, 98 pg og 49 pg.
Brøndenemed vektorDNA blev ikke tilsat H2O2 da vektorDNA ikke plater i brøndene som
49
HeLa-celler og derfor ville være blevet suget op med H2O2 . Formålet med forsøg 3 var
ikke at måle varierende DNA-skader og derved forskelle i denatureringshastigheden, men
at undersøge om der kunne frembringes en eksponentielt aftagende denatureringskurve.
Forsøget var opstillet for at sikre at Microplate Readeren kunne måle PicoGreens
fluorescens, og ved at anvende vektorDNA (som er nøgent DNA) havde PicoGreen optimal
tilgang til det nøgne DNA. I den samme 96-brønd blev der udført et forsøg med HeLa-WT
tilsat H2O2 , hvor der blev tilsat følgende H2O2 -opløsninger (se figur 4.7):
Figur 4.7 Her ses en skitse af rækkerne med celler. I række A varieres koncentrationen af H2O2 , fra
0− 1000 µM. I række B har vi vektorDNA i mængder varierende fra 25000 - 49 pg, hvilke ikke er
tilsat H2O2 . Der er i hele række A udportioneret 5000 celler.
To brønde blev behandlet med 100 µM H2O2 . Denne H2O2 -koncentration ligger i
et højere interval end dem vi tidligere undersøgte; herved håber vi at kunne observere
en reel denaturering. Det skal dog nævnes at vi ikke kun er interesserede i en enkel
H2O2 koncentration, men i en række H2O2 -koncentrationer, idet vi ønsker at kende
sammenhængen mellem øget koncentration af H2O2 og antallet af skader på DNA. Der
forventes være en højere denatureringshastighed ved højere koncentrationer H2O2 . H2O2
blev tilsat række A, hvori der var udportioneret 2500 celler i hver brønd 24 timer forinden
således at det nuværende celleantal i hver brønd burde være 5000 celler.
4.3.4 Resultater
Figur 4.8 viser denatureringen af vektorDNA. Den varierende mængde vektorDNA burde
have resulteret i forskellige startfluorescenser hvor prøven med 25000 pg vektorDNA
burde have den højeste startfluorescens, og at de resterende prøver ville have en
aftagende startfluorescens som funktion af mængden af vektorDNA. Af figur 4.9 ses
det at denne sammenhæng ikke findes. Her er denatureringen af fire prøver vist, for at øge
overskueligheden. Det ses at prøven med 195 pg vektorDNA fluorescere mest og prøven
med 3125 pg har den laveste startflourescens.
Ud fra de præsenterede resultater antydes det, at den modificerede pH-værdi i brøndene
har haft en afgørende betydning for denatureringshastigheden i forsøget. Dog er der ikke
sammenhæng i startfluorescensen, hvilket forventes da mængden af dsDNA til tiden nul
50
Figur 4.8 Ovenstående viser graferne for vektorDNA forsøget. Startfluorescensen er her omsat
til procenter relativ til startefluorescensen af 25000 pg vektorDNA TK1-WT. 25000pg sættes til
100% da 25000pg DNA bør lyse mest, og de andre vektorDNA prøver i teorien skal have en
mindre startfluorescens end 25000pg-brønden. På grafen ses det dog at startfluorescenserne ikke er
propertionale med mængden af vektorDNA. Grafen viser også at denatureringshastighederne er
relativt ens for størstedelen af vektorDNA, hvilket tyder på at DNA der er behandlet ens har samme
denatureringshastighed.
Figur 4.9 Ikke alle graferne for vektorDNA forsøget er vist. 195pg fluorescerer mest og 3125pg
fluorescerer mindst. I teorien skulle 25000pg fluorescerer mest, hvilket ikke er tilfældet. Man må
konkludere at startfluorescensen ikke er proportional med mængden af DNA, men virker tilfældig.
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Figur 4.10 Data for HeLa celler skadet med H2O2 omregnet ved brug af SSF og plottet i forhold til
tiden. Graferne viser at SSF i det første tidsrum er propertional med tiden, hvilket er det vi gerne vil
opnå at vise. Dog er SSF værdierne stadig negative hvilket tyder på at kontrolprøven er mindre
skadet end resten af prøverne.
Figur 4.11 Selv om nogle af koncentrationerne er afvigende fra tendensen, er den generelle tendens
at de prøver der er behandlet med H2O2 har en højere denatureringshastighed end prøverne, der er
behandlet med mindre koncentrationer.
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Figur 4.12 SSF plottet mod koncentrationen i tiden 12:00 minutter viser at der er linearitet imellem
SSF og koncentrationen. Til denne tid er korrelationen -0.954. Hældningen på kurven er negativ,
hvilket indikerer at kontrolprøven er mindre skadet end de behandlede prøver. 90 µM og 110
µM falder lidt udenfor den rette linie, hvilket kan tyde på at forholdsvist små koncentrationer af
H2O2 når at fordampe under forsøgsgangen selv om der arbejdes på is. En eventuel fordampning
har måske reduceret 90 µM-prøven til en 75 µM koncentration, hvilket værdien svarer til når den
projekteres over på tendenslinien. 110 µM kan være mere koncentreret end forventet, da den svarer
til en 115 µM hvis den projekteres ind på linien. Afvigelserne er dog så små at man med rette kan
sige at der er en lineær sammenhæng imellem dosis og respons.
bør være ens i hele række A. Da den sammemængde celler er udportioneret i alle brøndene.
Da vi ikke har empirisk belæg for at startfluorescenserne burde være ens for alle prøver,
vil den nuværende tese revideres. I teorien kunne der være forekommet dobbelt-strengede
brud i de prøver der er blevet mest beskadiget, så mængden af dsDNA til tiden 0 alligevel
ikke er ens. I Fast Micromethod ses det at startfluorescenserne ikke starter i samme punkt.
I fremtidige forsøg vil det antages at prøver med det samme antal celler, behandlet med
den samme koncentration H2O2 , bør udvise ens startfluorescenser, men at prøver der
ikke er behandlet ens ikke nødvendigvis har samme startfluorescens. På figur 4.11 ses
det at der er en tendens til at jo mere skadet DNA er, jo større er denatureringen. Nogle
koncentrationer følger ikke tendensen, men overordnet indikerer række A at metoden
ved yderligere justering kan give gode resultater. I dette forsøg er, SSF plottet mod tiden
(se figur 4.12) og forsøget viser en lineær sammenhæng på det første stykke. Plottes SSF
derimod mod H2O2 -koncentrationerne fremkommer igen en linearitet, men denne er
nedadgående. Det er dog vigtigt at der er påvist en lineær sammenhæng imellem dosis og
respons.
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4.3.5 Ændring af variable
H2O2 -koncentration som resultere i en stabil denatureringshastighed er endnu ikke fundet.
Dog var kurverne med koncentrationerne 60 µM og 100 µM H2O2 marginalt bedre end
resten. For at sikre at den volumen lyseringsbuffer der tilsættes prøverne er tilstrækkelig
til at lysere cellerne og at der er en stor nok koncentration af PicoGreen til at binde alt
dsDNA, opstilles et forsøg hvor volumen tilsat lyseringsbuffer varieres.
Vi vil således foretage følgende ændringer af variable i næste forsøg:
• Regulere mængden af lyseringsbuffer
• Opstille en række med identiske H2O2 -koncentrationer
4.4 Forsøg 4 - Lyseringsbuffer
4.4.1 Forsøgsgang
Forsøg 4 blev udført med 5000 celler i hver brønd og NaOH-opløsning med pH 12,7.
Forsøget blev udført med henholdsvis 25 µL og 50 µL lyseringsbuffer. Den højere volumen
på 50 µL blev bestemt på baggrund af resultaterne fra forsøg 3, som indikerede at der
skulle bruges mere lyseringsbuffer når cellemængden øges. Da der i Fast Micromethod
bruges 25 µL lysering til 3000 celler skal der teoretisk set bruges 5/3 mere lysering til 5000
celler:
25µLlyseringsbuffer
3000celler
× 5000celler = 41.67µLlysering
Da vi ville være sikre på at få nogle brugbare resultater rundede vi op til 50 µL. I hver
række blev der i fire brønde tilsat samme koncentration H2O2 på henholdsvist 0 µM, 60
µM og 100 µM. De fire brønde med identisk koncentration H2O2 blev valgt for at kunne
observere om prøverne ville have den samme denatureringshastighed og startfluorescens.
4.4.2 Resultater
Grafen for række B og C viser at der umiddelbart ikke er nogen sammenhæng imellem
procentvis fluorescens og tid (se Appendix H). Men da graferne for prøverne behandlet
med 50 µL lysering var marginalt pænere (se figur 4.14 og figur 4.15) end prøverne
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Figur 4.13 Figuren viser hvilke H2O2 -koncentrationer der blev anvendt i de forskellige brønde,
koncentrationerne er angivet i µM. Tallene yderst til højre illustrerer hvordan der i de to øverste
rækker er brugt 25 µL lyseringsbuffer, mens der i række C er anvendt 50 µL lyseringsbuffer.
pH-værdien af NaOH-opløsningen tilsat brøndene er på 12,7 således at den endelige pH i alle
brøndene på 12,4. Der er 5000 celler i hver brønd.
behandlet med 25 µL lysering valgte vi i de næste forsøg at fortsætte med 50 µL
lyseringsbuffer. Graferne for hele forsøg 4 var ligeledes afvigende fra vores hypotese
om lineær proportionalitet mellem DNA mængde og startfluorescens.
Figur 4.14 De procentvise grafer er eksponentielt aftagende, for 25 µL lyseringsbuffer tilsat.
kontrolprøven er mere skadet end resten af de viste prøver. Startemissionerne er forskellige, hvilket
indikerer at der ikke har været samme antal celler i alle prøverne. Det er derfor svært at konkludere
om cellerne lyseres godt nok, hvis der har været meget få celler i brøndene.
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Figur 4.15 I disse brønde er startfluorescenserne mere ens, hvilket indikerer at der har været samme
antal celler i alle brøndene. kontrolprøven er igen mest skadet, men her ses det tydeligt at 50µL
lyseringsbuffer formår at lysere både 20 µM og 40 µM-prøverne. Derfor vælges 50 µL lysering
fremover.
4.4.3 Ændring af variable
Forsøg 4 har vist at behandling af tre rækker celler er det højeste antal rækker der bør
anvendes, idet der i forhold til forsøgsgangen opstår store usikkerheder når alle brøndene
skal tilsættes H2O2 og når det skal fjernes igen indenfor 5 minutter. Selv om der anvendes
en 8-fingers pipette til udportionering af H2O2 er det nødvendigt at afse tid til at tjekke
at der ikke suges luftbobler op i nogle af pipettespidserne. Yderligere går der ca. 1 minut
og 19 sekunder imellem målingerne i den Microplate Reader vi havde til rådighed, ved
måling på 36 brønde. Hvis antallet af brønde øges yderligere, vil der gå endnu længere tid
imellem målingerne, og graferne vil blive mindre præcise idet de vil blive produceret ud
fra færre punkter så der måske fremkommer en næsten lineær sammenhæng selvom data
ved flere målinger ville producere en eksponentielkurve.
Forsøg 4 indikerer endvidere at der ikke findes det samme antal celler i alle brøndene, idet
startfluorescensen ikke er ens for brønde der er behandlet identisk. Dette kan skyldes at
cellerne i de enkelte brønde kan plater forskelligt, eller slet ikke, og det er derfor muligt at
cellerne ikke har delt sig på 24 timer. I næste forsøg laves derfor en række tiltag for at sikre
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Figur 4.16 Denne graf er lavet ved at tage et gennemsnit af de 4 startfluorescenser for de ens
behandlede prøver (brønd A1-A12), og derefter er værdierne fikserede i 100%. Kurverne fikseres
udelukkende for at sammenligne denatureringshastighederne. kontrolprøven denatureres ikke
markant langsommere end de behandlede prøver, hvilket kunne tyde på at der skal behandles med
større doser H2O2 . At kontrolprøven ikke afviger fra de behandlede prøver påvirker også SSF.
Figur 4.17 SSF som funktion af tiden for 60 µM og 100 µM er udregnet ved at tage gennemsnittet for
alle fire prøver af 0, 60 og 100 µM. Grafen viser at DNA behandlet med 100 µM ikke denatureres
i forhold til kontrolprøven, mens 60 µM denatureres over tiden. Hvis målingerne havde været
optimale ville en ret linje være forekommet. Grafen viser at dette ikke er tilfældet. Dog er den første
del af grafen tilnærmelsesvist lineær, og det betyder at der er en sammenhæng imellem tid og
denaturering i de første par minutter.
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at der måles på den samme mængde celler i alle brøndene. En ny forsøgsgang vil derfor
blive udviklet. Udover at sikre celleantallet yderligere, vil H2O2 -koncentrationerne blive
øget. Da graferne i dette forsøg indikerer at de H2O2 -behandlede prøver er mindre eller
kun minimalt mere skadet end kontrol-prøverne (de ubehandlede) vil der således blive
ændret på følgende parametre:
• Cellerne behandles med H2O2 i en 6-brøndsplade
• Cellerne centrifugeres og resuspenderes i lyseringsbuffer
• Cellerne vil blive tilsat højere doser H2O2
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4.5 Forsøg 5 - Revidering af forsøgsgang
4.5.1 Forsøgsgang
I forsøg 5 lavede vi en enkel række (12 brønde) med 5000 celler i, og i disse 12 brønde blev
der tilsat forskellige koncentrationerne af H2O2 , så vi fik to målinger med samme H2O2
-koncentration. Koncentrationerne var:
Figur 4.18 Billedet viser koncentrationerne af H2O2 i forsøg 5. Koncentrationerne er i µM
De høje koncentrationer af H2O2 forventes at vise en forskel i DNA-skader hvor
kontrolprøverne er markant mindre skadede end de behandlede prøver. Samtidigt
beholdes H2O2 koncentrationer på 60 µM og 100 µM, som blev testet i tidligere forsøg.
Ved tælling i Coulter Counter viste det sig, at der var få celler pr. mL opløsning, ca. 12-16000
celler/ml. I de tidligere forsøg havde der været mange millioner celler pr. ml, hvilket tyder
på at cellerne har svært ved at plate i 6-brøndspladerne og derfor suges op med mediet.
Der var dog nok celler til at forsøget kunne gennemføres. Ved at tælle på den trypsinerede
celleopløsning kanman, hvis af at cellerne er jævnt resuspenderet i opløsningen, sikre sig at
have nøjagtig den ønskede mængde celler i alle prøverne. Den ønskede cellemængde, 5000
celler, blev udportioneret til seks nye eppendorfrør, som centrifugeres og supernatanten
hælde fra. Pellet der indeholder cellerne resuspenderes i lyseringsbuffer, hvorefter
celleopløsningen blev overført til 96-brøndspladen.
4.5.2 Resultater
I forsøg 5 ændres forsøgsgangen for at sikre at alle brøndene indeholder det samme
antal celler. Rådata samt graferne viser dog at startfluorescensen ikke er den samme,
hvilket kunne skyldes at PicoGreen bindes uregelmæssigt. Resultaterne indikerer at
startfluorescensen er relativ. Dette kunne ligeledes også at have været et problem i Fast
Micromethod da der kun anvendes relativ fluorescens og ikke de originale data. Dette kan
vi selvfølgeligt kun gisne om, da Batel et al. ikke præsenterer nogle rådata. Desuden er det
svært at gennemskue om der i Fast Micromethod er taget gennemsnitsværdierne for flere
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ens behandlede brønde.
Figur 4.19 Denne graf er fremkommet ved at fiksere alle startfluorescenserne i 100% således at
denatureringshastighederne kan sammenlignes. Denatureringshastighederne er relativt ens for alle
prøverne (100 µM undtaget) selv om dosis varierer. Det er interessant at hældningskoefficienten for
60 µM er mindre end hældningskoefficienten for 80 µM, som igen er mindre end både 200 µM og
120 µM. Sammenhængen er den tydeligste der er set indtil videre. Denatureringshastigheden for
kontrolprøven er dog lige så stor som for 200 µM og 120 µM, hvilket indikerer at cellernes DNA
skades af andet end H2O2 . Prøverne er komplet denatureret efter ca. 9 minutter.
Grafen for 100 µM H2O2 var udenfor sammenligning med resten af de opnåede resultater
for forsøg 5, og vi har derfor valgt at se bort fra denne. Til trods for det enkeltstående
dårlige resultat er der en sammenhæng mellem tilsat H2O2 koncentration og SSF. SSF
mod H2O2 -grafen (se figur 4.21) er udregnet i tiden 11 minutter og 42 sekunder hvor
korrelationen er bedst; -0.99. Det er dog vigtigt at betragte hvorledes SSF til tider giver
en negativ værdi, hvilket reelt betyder, at der er mere dsDNA i den behandlede prøve
end der er i den ubehandlede prøve til samme tidspunkt. Det skyldes sandsynligvis at vi
har taget gennemsnittet af de 2 ens behandlede prøver, og idet kontrolprøven generelt var
meget skadet påvirker det SSF. Beregninger ud fra gennemsnitsværdien har den ulempe
at hvis de afviger meget fra hinanden vil gennemsnittet, give et skævt billede af rådata.
Dog er det interessant at vi nu har vist at der er proportionalitet imellem SSF og H2O2
-koncentrationen. Hvis en af kontrolprøverne er dårlige bliver gennemsnittet dårligt, og da
SSF divideres med kontrolprøven kan resultatet betyde at der er en faktisk sammenhæng.
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Figur 4.20 SSF viser at det H2O2 behandlede DNA, er markant mindre denatureret end
kontrolprøven. SSF er dog i dette forsøg svær at konkludere noget ud fra, da SSF er taget relativt til
kontrolprøven som generelt er mere eller ligeså skadet som de behandlede prøver. SSF er derfor
negativ (kun 120 µM går op over x-aksen), hvilket indikerer at prøverne er mindre skadet end
kontrolprøven procentvis.
4.5.3 Ændring af variable
Næste forsøg vil have til formål at reproducere forsøg 5 og at opnå bedre kontrolprøver.
Det vil sige at få kontrolprøver der er markant mindre skadede end de behandlede prøver,
så SSF-udregningerne bliver bedre. I det næste forsøg ændres der derfor ikke på nogle
variabler.
4.6 Forsøg 6 - Plating
4.6.1 Forsøgsgang
Efter optimering af metoden blev der udført yderligere to forsøg. I begge forsøg blev der
dagen før det egentlige forsøg, udportioneret 100000 celler i en 6-brøndsplade. På selve
forsøgsdagen viste celletællingen, efter behandling med H2O2 , da der kun var cirka et
par hundrede celler pr. mL, at der ikke var nok celler til at udføre forsøget. Et så lille antal
celler stemte ikke overens med udportioneringen af 100000 celler dagen før.
Dette kunne skyldes at cellerne i disse forsøg ikke har platet i 6-brøndspladerne til trods for
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Figur 4.21 SSF vs. tid viser at de behandlede prøver er mindre skadede end kontrolprøven. Idet
kontrol-prøven har den laveste startflourescens, vil de behandlede prøver få negative SSF-værdier.
Graferne har en positiv hældning på grund af denatureringen. Efter ca. 17 minutter er SSF tæt på 0
for alle prøverne hvilket indikerer at prøverne er ligeså skadede som kontrolprøven. Grunden til at
SSF er negativ er, at kontrolprøvens startfluorescens er relativt lav i forhold til startfluorescensen for
de behandlede prøver. Selv om SSF er negativ er der en lineær sammenhæng imellem tid og SSF for
120 µM og 200 µM i tiden fra 2 til 4 minutter.
at cellerne havde platet tilfredsstillende i 6-brøndspladerne i det foregående forsøg. I det
første af forsøgene blev forsøget afbrudt ved celletællingen da der ikke var nok celler til at
føre forsøget videre. Det lille antal celler skyldtes formentlig at vi ikke var opmærksomme
på om cellerne havde platet ordentligt i 6-brøndene.
Ved gennemgang af forsøgsgangene for det andet forsøg stod det klart at cellerne var
blevet stresset. Konfluensen af cellerne havde, dagen før de skulle udportioneres i 6-
brøndspladerne, været på omkring 90-100% og cellerne blev derfor trypsineret. Normalt
vil det være at foretrække at udportioneringen af cellerne sker i forbindelse med
trypsineringen, så cellerne ikke trypsineres to dage i træk. Da cellerne i dette forsøg
blev udportioneret til forsøget var konfluensen dog kun på 20%, hvilket ikke er optimalt.
Cellerne har sandsynligvist været svage idet de har været for konfluente og fordi de
efterfølgende er blevet stresset med trypsin. Det er således en mulighed at cellerne ikke
har platet og derfor er blevet fra suget med mediet.
For at eliminere fejlkilderne er det derfor vigtigt at cellerne udportioneres i 6-brøndene
uden at have været trypsineret dagen før. Endvidere er det vigtigt at hver enkelt 6-brønd
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Figur 4.22 Korrelationen 0.807. Dog viser sammenhængen at alle prøver er mindre skadede end
kontrolprøven idet SSF-værdierne er negative. Da kontrolprøven er et gennemsnit af 2 meget
forskellige kontrolprøver, er kontrolprøven ikke optimal at sammenligne de andre grafer med.
Grafen er dog stadig interessant, idet alle grafernes relative fluorescens divideres med den samme
relative fluorescens fra kontrolprøven, så sammenhængen findes altså selv om kontrolprøven er har
en højere værdi end de behandlede prøver.
tjekkes i mikroskop inden forsøget startes, for at se om cellerne har platet. Da det tyder på
at cellerne ikke har platet ordentligt i de to forsøg og derfor er blevet suget op, overvejer vi
at lade cellerne dele sig i 48 timer eller at bruge en anden type vækstplade.
4.7 Forsøg 7 - Nekrose
4.7.1 Forsøgsgang
To 6-brøndsplader blev forberedt med 100000 celler i hver. I mikroskopet var det tydeligt at
cellerne havde platet. Der blev anvendt følgende H2O2 koncentrationer i den første plade:
0 µM, 60 µM, 80 µM, 120 µM, 200 µM og 400 µM. I den anden plade blev der anvendt
0 µM, 300 µM, 400 µM og 500 µM Der er valgt høje koncentrationer af H2O2 , da det
herved forventes at der vil forekomme se en differentiering imellem kontrolprøven og de
behandlede prøver.
Efter tilsættelse af H2O2 og trypsinering af cellerne, var der imidlertid tekniske problemer
med Coulter Counteren da cellerne skulle tælles. De tekniske problemer bevirkede at der
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gik omkring 25 minutter inden vi kunne tælle cellerne. Ved brug af Coulter Counteren er
det muligt at bestemme cellernes størrelse, samt antallet af celler med en fastsat størrelse.
Graferne over cellestørrelsen i forsøg 7, kan fastslå at cellerne var døde da vi foretog
tællingen på Coulter Counteren. Normale HeLa-WT celler har normalt en diameter på
omkring 16-18 nm, men i tællingerne var de fleste celler langt mindre. Det interessante
var, at det blev observeret at fragmenteringen af cellerne øges ved høje koncentrationer af
H2O2 .
4.7.2 Resultater
Som det ses ud fra figur 4.23(a) - figur 4.23(d) er det interessant at observere at en markant
andel af cellerne ved høje H2O2 -koncentrationer er døde af nekrose og er således blevet
fragmenteret.
Dette forsøg understreger betydningen af at forsøget udføres hurtigt, da det er essentielt
at cellerne ikke opbevares i længere tid i PBS. I de fremtidige forsøg vil vi være særligt
opmærksomme på dette. Overordnet kan det antages, at cellerne stresses af at være i
PBS-opløsningen, hvilket kan føre til celledød, såfremt cellerne bliver stresset i en længere
periode.
4.8 Forsøg 8 - Udportionering af celler ved høj konfluens
4.8.1 Forsøgsgang
I forsøg 8 anvendes der T-25 vækstflasker i stedet for 6-brøndsplader, idet vi i tidligere
forsøg har haft været problemer med henblik på at få cellerne til at plate ordentligt i
6-brøndspladerne. Fordelen ved T-25 flasker er at bunden er behandlet specielt med det
formål at optimere cellernes vækstforhold. 6-brøndspladerne er derimod mere brede i
deres anvendelse. Følgende H2O2 koncentrationer anvendes på cellerne:
I forsøg 8 benyttes den sammemetode som i forsøg 5, dog med undtagelse af den anvendte
mængde af trypsin, som i dette forsøg er tilpasset T-25 vækstflasken og derved tilsættes
200 µL. Microplate Readeren var indstillet til at måle med en sensitivitet på 85. Det viste sig
dog efter 2-3 minutter at fluorescensen fra nogle af brøndene ikke blev aflæst. Målingerne
blev stoppet og sensitiviteten indstillet til 75 hvorefter målingerne blev startet igen. At
sensitiviteten havde ændret sig var afgørende for kvaliteten af resultaterne. Eftersom
64
(a) Graf for kontrolprøven (b) Graf for 60 µM
(c) Graf for 200 µM (d) Graf for 300 µM
Figur 4.23 Grafer fra Coulter Counteren, der viser graden af nekrose for de forskellige prøver.
Cellerne har ligget opløst i PBS i mere end 25 minutter, da disse målinger blev foretaget. Cellerne
med en størrelse på under 16 µm har undergået nekrose, hvorimod celler med en størrelse på
omkring 16-18 µmmå betragtes som værende levende.
Figur 4.24 Figuren viser koncentrationerne i µM af H2O2 anvendt i forsøg 8
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cellerne denaturere med størst hastighed i løbet af de første par minutter er det derfor
således essentielt at indsamle rådata netop i dette tidsinterval.
4.8.2 Resultater
Figur 4.25 Ifølge denne graf er der ca. 180% dobbeltstrenget DNA i forhold til kontrolprøven
til tiden 0 for 120 µM-prøven. Dette bør ikke være tilfældet da vi i den nye metode kontrollerer
celleantallet meget nøje. Det eneste grafen med sikkerhed kan sige er at cellerne i dette forsøg ikke
har reageret som forventet på store doser H2O2 .
Der kan være mange årsager til at kurverne i figur 4.25 afviger så meget fra hvordan de
ifølge hypotesen burde se ud. Både prøverne tilsat 200 µM og 500 µM H2O2 denaturerer
næsten ikke. En forklaring kunne være at DNA i disse prøver er så skadet at der er
fremkommet mange uhensigtsmæssigt mange alkaline labile sites og double stranded
breaks og hvilket vil medfører at DNA har fået øget en højere denatureringshastighed.
Figur 4.27 viser SSF vs. dosis, hvor det ses at de største doser H2O2 giver positive SSF-
værdier. Det tyder også på, at større doser H2O2 giver en lineær sammenhæng, men da
vi ikke har flere data, er denne sammenhæng usikkert hvorvidt det blot er et tilfælde.
En usikkerhed i forsøgsgangen var at cellerne var meget konfluente (80-90%) hvilket
resulterede i ca. 322000 celler/mL. Der skulle således kun udportioneres 15,5 µL i hvert
eppendorfrør for at opnå 5000 celler i hver brønd. Udpipettering af en så lille mængde
cellekultur kan være en fejlkilde, eftersom en lille afvigelse i afmålingen af cellekultur
vil resultere i en relativ stor variation i antallet af udpipetterede celler. Yderligere er
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Figur 4.26 På figuren ses graferne for forsøg 8, omregnet med SSF. Graferne påvirkes af den lave
kontrolprøve og den lave denatureringshastighed.
Figur 4.27 Grafen viser at kun de største doser af H2O2 giver en sammenhæng mellem SSF og
dosis H2O2 . Det antydes således i grafen at der kunne fremkomme en lineær sammenhæng hvis
der havde været anvendt en højere koncentration H2O2 .
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centrifugering af en så lille volumen ikke optimalt, da supernatanten holdes inde i røret på
grund af overfladespænding. Cellekulturen vil for fremtiden blive fortyndet yderligere
med PBS inden celletælling, så der sikres en større mængde cellekultur ved udpipettering
og centrifugering.
4.9 Forsøg 9 - Sensitivitet
4.9.1 Forsøgsgang
I de tidligere forsøg har cellerne platet i 24 timer når de dyrkes i 6-brøndsplader, men
dette viste sig ikke at være optimalt idet cellerne ikke platede ordentligt. I forsøg 9
platede cellerne derfor i 48 timer i 6-brøndsplader. hvilket bevirkede, at cellerne havde
en konfluens på ca. 80%. Baseret på vores erfaring fra det tidligere forsøg fortyndedes
cellerne med mere PBS, så det totale volumen var 20 mL og volumen udportioneret i
eppendorfrørene var mellem 100 og 185 µL. De anvendte H2O2 -koncentrationer var
som i forsøg 8 på henholdsvis 0 µM, 60 µM, 80 µM, 120 µM, 200 µM og 400 µM. Hver
koncentration blev udportioneret i tre brønde. Microplate Readeren blev indstillet til at
måle med en sensitivitet på 75. Det viste sig dog efter 1-2 minutter at nogle af prøverne
ikke blev aflæst og målingen blev derfor stoppet og startet igen med en sensitivitet på 70.
4.9.2 Resultater
Den ændrede sensitivitet var afgørende for kvaliteten af resultaterne, da de første par
minutter er de mest interessante i forhold til denatureringshastigheden. At denatureringen
sker inden for de første 2 minutter ses ud fra graferne for forsøg 5, hvor der er brugt den
samme metode og de samme koncentrationer af H2O2 .
På trods af at det ikke er muligt at følge de første to minutter af målingerne, mener vi dog
at graferne for forsøget ser fornuftige ud og vi vil derfor prøve at reproducere resultatet.
Med det formål at opnå en lineær sammenhæng med positiv hældning imellem SSF og
dosis.
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Figur 4.28 I dette forsøg blev Fluorescens Readeren stoppet efter ca. 2 minutter, og startet igen.
Tiden 0 i dette forsøg svarer derfor til tiden 2 minutter i de forrige forsøg. SSF som funktion af
tiden viser at denatureringen i forhold til kontrolprøven er konstant. Når det indbyrdes forhold
imellem de behandlede prøver og kontrolprøven er lineær til alle tider betyder det at kontrolprøven
denatureres med samme hastighed som de behandlede prøver. Grafen viser at 400 µM er mest
skadet; derefter ligger 200 µM og nederst ligger 80 µM og kontrolprøven.
Figur 4.29 SSF vs. dosis er taget i tiden 32 sekunder efter Microplate Readeren blev startet igen.
Korrelationen er 0.977. 60 µM er undladt, da denne afvigede meget fra resten af værdierne. Det tyder
på at der er sammenhæng imellem graden af denaturering til denne tid, men tendensen er tydeligst
ved høje koncentrationer af H2O2 .
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4.10 Forsøg 10 - Sensitivitet
4.10.1 Forsøgsgang
Cellerne blev udportioneret til 6-brøndspladerne dagen før forsøget, og da cellerne plater
bedre med en større mængde celler udportioneres 1 mL cellekultur til hver brønd fra back-
up kulturen. Konfluensen på forsøgsdagen var ca. 70% i 6-brøndspladen. Cellerne blev
fortyndet med PBS så slutvolumen blev på 20 mL efter trypsinering og tilsættelse af H2O2
, hvilket resulterede i at volumen af celleopløsning overført til eppendorfrørenevar mellem
191 µL og 210 µL. Formålet med forsøg 10 var at reproducere forsøg 9 og vi anvendte
derfor den samme metode og de samme koncentrationer af H2O2 : 0 µM, 60 µM, 80 µM,
120 µM, 200 µM og 400 µM.
Sensitiviteten blev indstillet til 70 efter erfaringen fra forsøg 9, men på trods af dette viste
nogle af brøndene blanke målinger og forsøget blev stoppet. Vi ændrede sensitiviteten
til 65 og målingerne fortsatte efter ca. 2 minutter. Stoppet i målingerne betød at vi igen
mistede de første 2 minutter af denatureringen af DNA.
4.10.2 Resultater
Det ses på de nedenstående grafer, at DNA er tæt på at være fuldt denatureret efter 2 min,
hvilket er der hvor vores målinger starter. Det fremgår også af grafernes form at DNA er
tæt på at være fuldt denatureret, idet grafen nærmer sig en lineær sammenhæng, hvor den
under denatureringen vil være eksponentiel.
I næste forsøg vil sensitiviteten blive testet før forsøget sættes i gang, for at sikre
at sensitiviteten indstilles rigtigt når forsøget sættes i gang. Dette forsøg viste ingen
sammenhæng imellem dosis og respons. Vi forventede en sammenhæng, idet forsøget blev
udført præcist som forsøg 9, hvor sensitiviteten ligeledes havde ændret sig så målingen
måtte stoppe efter ca. 2 minutter. På nuværende tidspunkt lader det til at der er sensitive
parametre som skal justeres før metoden bliver attraktiv til måling af DNA skader. Forsøg
3, 5, 9 og til dels forsøg 8 har vist sammenhæng imellem dosis og respons om end
tendensen har været at de behandlede prøver er mindre skadet end kontrolprøverne
på grund af dårlige kontrolprøver. Derfor er det nu vigtigt at fastslå hvorledes målinger
kan sammenlignes på tværs af forskellige laboratorier. Sammenligningen kan ske ved
at lave en række prøver behandlet som i de tidligere forsøg, og sammenligne dem med
en række prøver der repareres i 2 timer. Ved at lade cellerne reparere har man et mål for
hvordan datasættene kan sammenlignes, fordi man opnår en standard for sammenligning.
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Figur 4.30 SSF som funktion af tiden viser, at der i dette forsøg ikke er sammenhæng imellem
graden af denaturering og dosis. 60 µM er højest og 400 µM er lavest, hvilket indikerer at 60 µM er
mest skadet og 400 µM er mindst skadet i forhold til kontrolprøven. Det er derfor unødvendigt at
sammenligne forsøg 9 med denne graf, da det er tydeligt at dataene er meget forskellige.
Figur 4.31 Grafen er taget i tiden 11 minutter og 44 sekunder hvor korrelationen var bedst mulig
(-0.753). Der er ingen tydelig sammenhæng imellem SSF og dosis.
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4.11 Forsøg 11 - Repair
4.11.1 Forsøgsgang
I forsøg 11 laves der et dobbeltforsøg med to 6-brøndsplader. Cellerne behandles
med H2O2 koncentrationer identisk med tidligere forsøg, men i stedet for at tilsætte
lyseringsbuffer fem minutter efter behandling med H2O2 , reparerer halvdelen af cellerne
i to timer tilsat medie i inkubatoren. Ti minutter før cellerne der skulle reparere blev
taget ud af inkubatoren, påbegyndes reference forsøget med de samme koncentrationer
af H2O2 som i den reparerende brønd. Forsøgsgangen tilpasses således at den sidste del
af de to forsøg hvor cellerne tælles, centrifugeres og lyseres, udføres simultant. Herved
måles fluorescensen af de to forsøg samtidigt. I begge forsøg anvendes følgende H2O2
-koncentrationer: 0 µM, 100 µM, 200 µM, 300 µM, 400 µM og 500 µM.
Formålet er at måle mængden af DNA-skader til tiden 0 og til tiden 2 timer. I de tre
forrige forsøg har der været problemer med sensitiviteten, da den varierede fra forsøg til
forsøg. Den faldende sensitivitet bevirkede at de tre tidligere forsøg ikke inkluderede de
to første kritiske minutter af denatureringen. I dette forsøg var vi opmærksomme på at
sensitiviteten måske igen skulle ændres. Der blev derfor lavet to ekstra kontrolprøver i
96-brøndspladen, så det herved ville være muligt at indstille sensitiviteten uden at miste
de to første minutter af målingerne fra forsøget. Det er muligt at indstille sensitiviteten
ud fra de to kontrolprøver, idet der kun tilsættes NaOH-opløsning til de to prøver og
denatureringen i de andre brønde derved ikke sættes i gang.
4.11.2 Resultater
Det er tydeligt at resultatet afhænger af hvilken kontrolprøve der sættes som reference.
Grafen i figur 4.32 er lavet ud fra gennemsnittet af prøver, der er ens behandlet. Det vil
sige at når den ene kontrolprøve har en høj startfluorescensen vil gennemsnittet af de to
kontrolprøver få en høj værdi. I tiden 11 minutter og 16 sekunder var korrelationen for de
ikke-reparerede prøver på 0.567 og for reparerede var korrelationen på -0.24. Korrelationen
for de reparerede prøver er ikke god, hvilket skyldes at den bedste korrelation er fundet for
de ikke-reparerede prøver og korrelationen derfor er taget til denne tid. Sammenligningen
skal foregå i samme tidspunkt, og korrelationen for de reparerede prøver er derfor meget
lav. Derfor sammenlignes de to forsøg i tiden 11minutter og 16 sekunder hvor korrelationen
for de to forsøg er forskellige. Søjlediagrammerne viser at de prøver, der fik tid til at
reparere er mindre skadet end dem der ikke havde tid til at reparere, hvis grafen laves
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Figur 4.32 Grafen er lavet ud fra gennemsnittet af prøver der er ens behandlet og korrelationen er
målt ved tiden 11 minutter og 16 sekunder. Hvis grafen laves ud fra gennemsnits-kontrolprøven,
viser søjlediagrammerne at de prøver, der fik tid til at reparere, er langt mindre skadet end dem der
ikke havde tid til at reparere.
Figur 4.33 Her anvendes den lave kontrolprøve, hvilket gør at de reparerede prøver er mere skadede
end dem, der ikke fik tid til at reparere. Graferne viser tydeligt hvor vigtig værdien af kontrolprøven
er for fortolkningen af resultaterne.
ud fra gennemsnits-kontrolprøven. I forhold til den høje kontrolprøve vil alle de relative
fluorescens-værdier blive lave, fordi de behandlede prøver fremstår som værende meget
skadede i forhold til kontrolprøven. Dette bevirker, at de reparerede fremstår som værende
meget mindre skadede end de i virkeligheden er.
Fjernes den høje kontrolprøve, så der kun tages udgangspunkt i den lave kontrolprøve
fra det ikke-reparerede data sæt, vil de reparerede generelt fremstå som værende mere
skadet end de ikke-reparerede (se figur 4.33). Den sidste metode at behandle data på er
den mest troværdige, da det er tydeligt at den høje kontrolprøve afviger fra de andre
målinger. Derudover er denatureringen ikke markant, hvilket kunne skyldes, at vi efter
centrifugeringen af cellerne ikke kunne få hele mængden af supernatanten suget fra
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eppendorfrøret. Der var en relativ lille mængde PBS omkring 20-50 µL, men når der i
96-brøndene er et samlet volumen på 300 µL vil selv en meget lille mængde PBS kunne
sænke pH-værdien, og således denatureringshastigheden.
Figur 4.34 Figuren viser standardkurverne fra forsøg 11. Standardkurverne på denne figur viser at
der ikke er lineær sammenhæng imellem respons og dosis
Standardkurven viser, at der ikke umiddelbart fremkommer to rette linier når den procent-
vise fluorescens plottes mod dosis. Dette skyldes at denatureringen ikke var eksponentielt
aftagende. Figur 4.34 viser standardkurverne fra forsøg 11. I teorien skulle standardkur-
verne vise 2 lineære kurver, startende i (0,0) med forskellig hældningskoefficient, hvor
kurven der afbilder ”uden repair” bør have en større hældning end kurven ”2t repair”.
Standardkurverne på denne figur viser at der ikke er lineær sammenhæng imellem re-
spons og dosis og man kan således ikke udlede hvordan sammenhængen imellem dosis
og respons vil være udenfor det målte responsområde. Standardkurverne kan derimod
give informationer om forsøget er reproducerbart. Hvis det samme forsøg udføres igen, vil
forsøget være reproduceret hvis cellerne reagerer ens på det nye forsøg, såfremt der igen
er en den samme forskel i SSF-værdierne imellem prøven med repair og den uden repair.
For eksempel er der i dette forsøg en forskel på 0,12 i SSF-værdi for 200 µM, hvilket der
også bør være i andre forsøg, såfremt cellerne reagerer ens på H2O2 . Det skal nævnes at
standardrækkerne er lavet ud fra den gennemsnitlige 0-værdi, som i dette forsøg er højere
end gennemsnitsværdierne for de andre prøver i samme forsøg.
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5 Diskussion
I projektet har vi søgt at afklare om Fast Micromethod kan anvendes til at måle DNA skader
forårsaget af H2O2 . Endvidere ønskede vi at undersøge om en stigende koncentration af
H2O2 er proportional med antallet af DNA-skader. I det følgende vil vi diskutere om Fast
Micromethod kan bruges til at måle DNA-skader. Indledningsvist skal det dog nævnes at
andre forskere måske ville kunne opnå gode resultater hvis de brugte tilstrækkeligt tid og
resourcer. Det tyder dog på at vi er kommet et stykke på vejen til at kortlægge de kritiske
punkter i metoden, så andre kan gennemskue disse punkter i metoden, og derfor ikke
behøver at begynde fra bunden som vi har gjort. Batel et al. beskriver Fast Micromethod
som værende en hurtig og let anvendelig metode til at måle DNA-skader, hvilket vi på
mange punkter ikke er enige i. I det udførte assay er der flere parametre som er væsentlige
for at forsøget lykkedes.
pH-værdi
Et kritisk aspekt i forsøget er at pH-værdien i den endelige opløsning i brøndene skal
være på 12,4. Igennem vores egne forsøg har vi fundet at en pH-værdi på 12,4 i brøndene
opnås med en NaOH-opløsning på pH 12,7, forudsat at der bruges 5000 celler, 50 µL
lyseringsbuffer og 250 µL NaOH. NaOH-opløsningen skulle ifølge Batel et al. fremstilles
ved at fortynde en 0,1 M NaOH opløsning i trin hvor lige mængder 0,1 M NaOH og
destilleret vand blandes til en koncentration på 25 mM. Herefter skal denne opløsning
blandes med 0,25 mL TE-buffer og 0.25 mL lyseringbuffer hvorefter pH-værdien skulle
tjekkes igen. Hvis pH-værdien var for lav tilsættes nogle dråber 0.1 M NaOH, så pH-
værdien stabiliseres på 12,4 i den endelige opløsning i brøndene. Problemet med denne
beskrivelse er, at man selv skal finde frem til hvilken opløsning der vil resultere i en endelig
pH-værdi på 12.4 i brøndene; Batel et al. udspecificerer ikke hvilken pH-værdi NaOH
opløsningen skal have, kun at den endelige blanding skal have en pH-værdi på 12,4. Da
vores forsøgsopstilling blev designet så Microplate Readeren tilsætter NaOH-opløsningen,
var det vigtigt at vide hvilken eksakt pH-værdi NaOH-opløsningen skulle have for at
75
den endelige pH blev på 12,4. Der var således ikke mulighed for at justere pH-værdien i
brøndene løbende, da vi ikke havde mulighed for at måle pH-værdien direkte i brøndene.
Vores forsøg viste yderligere at en NaOH-opløsning med en pH-værdi på 12,4 gav en
pH-værdi i brøndene på 9,4, hvilket bevirkede at DNA ikke blev denatureret. Vi benyttede
et analogt pH-meter til at måle pH-værdien i opløsningen. Et digitalt pH-meter, eller et
analogt pH-meter med et finere inddelt aflæsningsapparatur, ville have resulteret i en
mere præcis måling af pH, hvilket ville have været en fordel da det acceptabelt med en
afvigelse på optil 0,02. Med det analoge pH-meter vi havde til rådighed var usikkerheden
nærmere 0,05. Ud fra graferne fra forsøg 3, 4 og 5, lader det dog til, at vi har fundet den
rigtige pH-værdi for NaOH-opløsningen. Dette ses idet fluorescensen som funktion af
tiden kan beskrives ved en eksponentielt aftagende funktion, hvilket indikerer at DNA
bliver fuldstændigt denatureret over en periode på 30 minutter. Da vi efter forsøg 3, fik
grafer med hældninger, der var eksponentielt aftagende, mener vi derfor at have opnået
en acceptabel pH-værdi i brøndene. De aftagende grafer indikerer at denatureringen,
overordnet forløb som vi havde forventet.
Efter den reviderede forsøgsgang i forsøg 5 og frem centrifugeres hvert eppendorfrør
så cellerne bundfælder. Inden resuspenderingen af cellerne i lyseringsbuffer adskilles
supernatanten fra pellet. Der vil grundet overfladespænding altid være en relativ lille
mængde PBS tilbage i eppendorfrørene - en mængde vi hidtil har vurderet som værende
ubetydelig i forhold til vores forsøg. Dog vil den relativt lille mængde PBS muligvis
kunne påvirke pH-værdien i 96-brøndene således at denne befinder sig under de kritiske
12,4. Denne fejlkilde kunne derfor tænkes at nedsætte denatureringshastigheden, hvilket
antydes ud fra graferne der nærmes et lineært udtryk, efter centrifugeringen blev tilført til
forsøgsgangen.
Hydrogenperoxid
I metoden udført af Batel et al. anvendes UV-lys og og 4-Nitroquinoline-N-oxid til at
lave DNA-skader med. Vi har valgt at bruge H2O2 til at beskadige DNA. Fordelen ved
at bruge H2O2 er at det er let at arbejde med og mindre sundhedsskadeligt end andre
fluorokromer. Endvidere er det relevant at de oxidative skader som H2O2 påfører de
behandlede cellers DNA, kan sammenlignes med de DNA-skader forårsaget af f.eks den
oxidative metabolisme. Det essentielle er at vi får lavet brud og alkaline labile sites på
DNA-strengen, så denatureringshastigheden afhænger af antallet af DNA-skader, der må
forventes at øges ved en højere tilsat koncentrationen af H2O2 -opløsning. Der forventes
en lineær sammenhæng imellem dosis H2O2 og SSF (respons). Dog skal det præciseres at
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den lineære sammenhæng skal kunne afbildes af et funktionsudtryk med positiv hældning,
da der ellers vil være tale om at DNA bliver mindre skadet når koncentrationen af H2O2
øges. En sådan lineær sammenhæng med positiv hældning var kun at finde i forsøg 5
og 9. Desuden er det vigtigt for metodens anvendelighed i forskermiljøer, at den kan
anvendes til at måle på forskellige celletyper og DNA typer som er skadet med et vilkårligt
carcinogen. Det er således rimeligt at antage, at vi har efterprøvet Fast Micromethod til
trods for at vi har anvendt et andet mutagen end Batel et. al.
Startfluorescens
Graferne fra vores forsøg har gennemgående haft forskellige startfluorescenser. Det
forventes at graferne har den samme startfluorescens når antallet af celler er identisk.
Derudover er alle prøver i samme måling behandlet identisk med undtagelse af H2O2
-koncentrationerne som varierer. Det antages, at uanset hvor skadet DNA-molekylet er
blevet, vil det ikke mindske mængden af dsDNA til tiden nul, eftersom denatureringen
endnu ikke er påbegyndt. Det antages derfor, at brøndene indeholder den samme mængde
dsDNA til tiden nul, og herved burde startfluorescensen være identisk, som vist på
figur 5.1.
Figur 5.1 Grafen viser hvordan fluorescensen er propertionel med mængden af
dsDNA(undenaturated DNA). [Batel et al., 1999]. Da PicoGreen binder sig til dsDNA fluorescerer
prøven der med en større mængde af dsDNA mere end den denaturerede prøve bestående af
ssDNA.
I forsøg 3 og 4 udportionerede vi 5000 celler, 24 timer før forsøget påbegyndes. Hvis
cellerne ikke plater ensartet kan antallet af celler der har fordoblet sig variere. Hvis cellerne
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ikke plater kan mængden af DNA være forskellige i prøverne, og da der herved vil være et
forskelligt antal celler i brøndene, forventes der ikke at være en identisk startfluorescensen.
Endvidere var mængden af celleopløsning, der blev udportioneret i brøndene, til tider
nede på 4-8 µL. Dette kan være en fejlkilde i disse forsøg, da fejlpipettering af et lille
volumen celleopløsning kan betyde, at der vil mangle et relativt stort antal celler. I forsøg
5 eliminerede vi denne fejlkilde ved at dyrke cellerne i en 6-brøndsplade og behandle
cellerne med H2O2 heri, og derefter tælle cellerne og udtage 5000 celler herfra. Der
var således lige mange celler i hver 96-brønd når DNA-skaderne måltes. Derudover
resuspenderede vi cellerne i lyseringsbuffer, hvilket sikrede at alle cellernes kom i kontakt
med lyseringsbufferen og alt DNA dermed blev blottet, så PicoGreen kunne binde sig
til det. På trods af ovenstående reguleringer havde graferne stadig ikke den samme
startfluorescensen, hvilket enten indikerer at der er en overset fejlkilde i vores forsøgsgang,
eller at der ikke er en proportionalitet mellem startfluorescensen og mængden af dsDNA.
Vi vil dog ikke udelukke denne sammenhæng, da graferne fra forsøg 5, overvejende er
blevet pænere med henblik på startfluorescensen, hvilket kunne indikere at der er en
sammenhæng da vi med stor sikkerhed ved at antallet af celler er identisk i samtlige
96-brønde.
Da vi mener at have elimineret alle fejlkilder, som kunne have påvirket startfluorescensen,
har vi overvejet, om det kan have en betydning i hvilken fase af cellecyklus cellerne
befinder sig i. Et eksempel er hvis en stor andel af cellerne befinder sig i S-fasen. I S-fasen
replikeres cellens DNA og strengene i den originale DNA dobbelt-helix bliver adskilt. Ved
adskillelsen af DNA-strengene forekommer der brud i DNA-strengen i form af okazaki-
fragmenter og der vil derfor i teorien være en mindre mængde af dsDNA. Hvis en 96-brønd
indeholder en stor mængde af celler i S-fasen, vil det derfor være sandsynligt at der vil
være en mindre mængde af dsDNA, og startfluorescensen kan derfor være lavere end
målinger fra andre brønde. Hvis der er en mindre mængde af dsDNA vil dette bevirke at
denatureringshastigheden i brøndene vil være højere. Dog må vi forvente, at der på grund
af det høje celleantal, vil være det samme forhold af celler i s-fasen i de forskellige brønde.
Det burde derfor ikke kunne forklare de forskellige startfluorescenser, ved samme dosis af
H2O2 , ud fra hvor i cellecyklus DNA befinder sig.
SSF
Grundet den manglende sammenhæng mellem startfluorescens og mængden af dsDNA,
benyttes omskrivningsfaktoren strand scission factor (SSF), som beskrevet af Batel et al.
Ved brug af SSF kan vores resultater sammenlignes med resultater præsenteret af Batel
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et al. SSF udtrykkes som den negative logaritme til forholdet imellem skadet og uskadet
DNA procentvist [Baumstark-Khan et al., 2000]. Batel et al. udtrykker SSF som logaritmen
til ovenstående brøk, og afbildes derfor SSF×− 1 mod tiden, mens vi afbilleder SSF mod
tiden. På trods af at SSF udtrykkes på to måder, kan graferne sammenlignes da udtrykkene
matematisk er ens.
SSF kan som omskrivningsfaktor benyttes til at vise hvorvidt de grafer der forekommer
i forsøget, er eksponentielt aftagende. I tilfælde af at kontrolprøven har en lavere
denatureringshastighed end de behandlede prøver, vil der være en eksponentielt aftagende
sammenhæng imellem relativ fluorescens og tiden. Der vil herved fremkomme en ret
linie startende i (0,0) og med en positiv hældningskoefficient. Hvis der ses flere DNA-
skader (fluorescens omregnet til SSF) ved højere koncentrationer af ( H2O2 ), vil grafen
få en positiv hældning. Værdier omregnet med SSF bliver ikke som forventet når
kontrolprøven er lavere end de behandlede prøverne. Vi forventede enten en højere
eller den samme startfluorescens for kontrolprøven i forhold til de behandlede prøver.
Ofte er startfluorescensen for kontrolprøven dog lavere end startfluorescensen for prøver
behandlet med H2O2 , hvilket betyder at en højere koncentration af H2O2 vil skade DNA
mindre. Dette giver negativ værdier i dosis-SSF graferne. Desuden kan kontrolprøven
have en lige så stor (eller lille) hældningskoefficient som de andre prøver, hvilket indikerer
at den er lige så skadet som de behandlede prøver. Da SSF sammenligner hvor meget de
behandlede prøver er skadet til tiden t, med kontrolprøven som reference, er kontrolprøven
en kritisk faktor for udregningerne. SSF kan alligevel anvendes idet der ses bort fra, at det
er kontrolprøven som man sammenligner med, men anvender en konstant til tiden t (t
ikke lig med 0). Alle prøverne vil blive divideret med samme tal. Hvis der fremkommer
en lineær sammenhæng imellem SSF og H2O2 -koncentrationen er SSF stadig brugbar,
selv hvis graferne umiddelbart ser ud som om der ingen sammenhæng er. Igen kan dette
argument undermineres, da det bør være de oprindelige grafer, der skal kunne indikere
om metoden virker eller ej. Dog skal rådata ofte efterbehandles. Både i forsøg 5 og 6 har vi
måttet fjerne nogle af de oprindeligt fremkomne kurver, da hældningen på graferne der
skulle vise denatureringshastigheden var positiv eller lig nul - hvilket vil sige, at mængden
af dsDNA enten steg eller forblev den samme. Da DNA denaturerer ved så høj en pH vil
en konstans eller stigende mængde dsDNA ikke være mulig, og disse grafer må derfor
betegnes som værende fejlagtige og vi har derfor valgt at se bort fra disse i bearbejdningen
af resultaterne. At tage gennemsnittet er videnskabeligt mest korrekt idet resultater ikke
burde modificeres ved at se bort fra resultater som er forkerte ud fra en opstillet hypotese.
Vi vælger dog at fjerne de grafer der er stigende, da det ikke burde være muligt at der
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dannes mere dsDNA i en denatureringsproces. Gennem rapporten er der gjort opmærksom
på når der er udeladt data i graferne.
Et eksempel på hvor afgørende kontrolprøven er, ses på søjlediagrammerne i forsøg 11. I de
prøver hvor cellerne ikke havde haft mulighed for repair, var der en bemærkelsesværdig
høj startfluorescens på den ene af kontrolprøverne. Hvis denne kontrolprøve indgår i
den videre databehandling vil de behandlede prøver have væsentligt lavere værdier og
derfor forekomme mere skadede. Udelades kontrolprøven med høj startfluorescens, vil de
behandlede prøver forekomme mindre skadede end kontrolprøven.
Det er interessant at bemærke at grafen for SSF som funktion af dosis H2O2 stadig kan
blive pæn trods en ustabil denaturering, såfremt kontrolprøven har en højere fluorescens
end de behandlede prøver. Med pæn menes der en positiv hældning samt positive værdier
på y-aksen. Da Batel et. al ikke præsentere grafer med SSF som funktion af tiden, er det
svært at sige noget om deres prøvers denatureringshastighed.
Hvis man afbilder fluorescens som funktion af tiden når DNA denatureres, kan man til
hver koncentration af H2O2 udregne denatureringshastigheden for DNA. Vi forventede
at skadet DNA burde have en høj denatureringshastighed, idet denatureringen vil
være hurtigere jo flere skader der er på DNA. Generelt har der været store udsving i
denatureringshastigheden for prøver der forventes at resultere i identiske grafer. Sådanne
forskelle i denatureringshastigheder ses i mange af forsøgene.
PicoGreen-dosering
En af de problemstillinger der undersøges, er det optimale forhold mellem PicoGreen og
antallet af basepar. Fluorescensen fra ssDNA-PicoGreen komplekser er blevet målt til kun
at udgøre ca. 5-10% af den totale fluorescens, hvis PicoGreen doseres korrekt. Den korrekte
dosering af PicoGreen er af én forskergruppe blevet fundet til at være 0.8 µM [Singer et al.,
1997; Batel et al., 1999]. En anden forskergruppe har fundet ud af at PicoGreen giver gode
resultater når den er i en opløsning på 11 mM, det vil sige 11000 µM [Cosa et al., 2000].
Disse to koncentrationer fundet af de respektive forskergrupper varierer med en faktor 105,
hvilket tyder på, at der er uenighed omkring den rette dosering af PicoGreen. I doseringen
af PicoGreen har vi valgt at bruge den koncentration som Batel et. al angiver som den
optimale, hvilket er 1 molekyle PicoGreen pr. 7-10 basepar. Hvis der er for meget PicoGreen
binder det sig også i grooves, hvilket er uhensigtsmæssigt for vores resultater. Har vi brugt
for lidt PicoGreen i forhold til DNA, kan det ikke ses hvor meget dsDNA der var til at
starte med. For at undersøge om doseringen af PicoGreen i forhold til DNA-mængde,
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ligger indenfor forholdet 1:7 - 1:10 har vi forsøgt at få svar på hvilken koncentrationen af
PicoGreen, der er i den opløsning vi har fået fra producenten. Imidlertid er problemet at
producenten ikke vil opgive koncentrationen af PicoGreen, se Appendix E. Vi er derfor ikke
i stand til at undersøge denne problemstilling yderligere. Idet vi ikke har forholdet mellem
PicoGreen og antal basepar kan vi ikke være sikre på, at det kun er 5-10 % af lysmængden
der kommer fra ssDNA. Hvis der er for meget PicoGreen i forhold til mængden af DNA vil
der være en mængde PicoGreen der ikke kan bindes til dsDNA og derfor i stedet bindes til
ssDNA. Dette giver en usikkerhed idet de eksponentielt aftagende kurver, der illustrerer
denatureringshastigheden, ikke vil have en så stor hældning som forventet.
Sensitivitet i flourescensmålingen på Microplate Readeren
I løbet af forsøgene har der været problemer med indstillingen af sensitiviteten på
Microplate Readeren. Sensitiviteten er et udtryk for hvor følsom Microplate Readeren skal
være overfor fluorescensen. Sensitiviteten var i en periode konstant på 85, men i forsøg 8
var vi første gang nødt til at ændre på indstillingen af denne. Indstillingen blev gentaget i
både forsøg 9, 10 og 11. Det karakteristiske for forsøg 8, 9, 10 og 11 er at cellerne i disse
forsøg er at cellerne blev centrifugeret i lyseringsbuffer. Når cellerne resuspenderes tager
processen hvor lyseringsbufferen virker længere tid end når bufferen tilsættes direkte til
96-brøndspladen. Dette kan have betydning idet PicoGreen er følsom overfor lys, og har
en kort levetid, hvilket kan resultere i en lavere fluorescens når der måles på prøverne i
Microplate Readeren. Dog prøvede vi at minimere lyskilderne under resuspenderingen,
men for at sikre PicoGreen mod at blive hæmmet af lys ville det optimale have været
at tilsætte lyseringsbufferen i et mørkekammer. Mange af vores værdier var lave i de
sidste forsøg i forhold til tidligere forsøg. Vi har senere i forløbet overvejet hvorvidt
resuspenderings processen i lyseringsbuffer kunne skade cellernes DNA. Grundet den
varierende sensitivitet lavede vi forsøg 11 to ekstra brønde, der ikke indeholdt celler
med resultatmæssig interesse. Vi startede således med at måle i disse brønde, og kunne
herigennem bestemme sensitiviteten.
Overvejelser i forbindelse med anvendelse af Fast Micromethod
I Batel et al. og Bihari et. al nævnes det, at det er muligt at udføre Fast Micromethod på en
hel 96-brøndsplade. Der er dog faktorer der gør at både udstyr og laboratorieerfaring er
nødvendig for at dette kan opfyldes. I vores forsøgsgang erfarede vi, at det er begrænset
hvor mange brønde man kan arbejde med, hvis de celler der arbejdes med kun skal
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udsættes for et præparat i en begrænset tidsperiode. Det vil uundgåeligt tage tid at
pipettere præparatet over i hver enkelt brønd, og derefter suge det op igen. Da cellerne
kun udsættes for H2O2 i fem minutter, skulle pipetteringen af H2O2 udføres på fem
minutter og opsugningen fra de første brønde skulle udføres umiddelbart efter. Med
vores laboratorieerfaring og udstyr resulterede denne tidsbegrænsning i at vi maksimalt
kunne udføre forsøget i 36 brønde. Hvis metoden blev gennemført af nogle med større
laboratorieerfaring ville der højst sandsynligt kunne laves forsøg i flere brønde. I senere
forsøg sparede vi tid ved at udsætte cellerne for H2O2 inden cellerne blev udportioneret.
Dette gjorde det muligt at lave forsøg i flere brønde. Tidsfaktoren er på denne måde et
kritisk punkt, der skal tages højde for. Et andet argument for at det ikke er optimalt at
lave forsøget på en hel 96-brøndsplade ad gangen er at der vil gå længere tid imellem
målingerne af den enkelte brønd jo flere brønde Microplate Readeren skal måle på. Med
Microplate Readeren vi havde til rådighed var vi i stand til at få en måling fra hver enkelt
brønd ca. hvert 6. sek. Dette vil betyde at der vil komme færre data for den enkelte brønd,
jo flere brønde der måles på og dermed betyde at ens resultater bliver mindre præcise.
Afhængigt af hvilket udstyr man har til rådighed, vil det være nødvendigt at overveje
antallet af brønde forsøget laves med i forhold til antallet af målinger der opnås.
Batel et al. har flere grafer, der viser forholdet mellem SSF og dosis. Graferne har generelt en
pæn korrelation især i deres lavere doser bestråling. Udfra deres procentvise denaturering,
kan vi ikke se om de har haft problemermed varierende startfluorescenserer. Såfremt de har
haft varierende startfluorescensererne, ville omregningen til procenter løse dette problem.
Dog ses det at deres startfluorescenserer bliver lavere (procentvis) når strålingsdosis stiger.
Der er kun deres kontrolprøve der starten i tiden 0, de resterende prøver starter ca. efter 2
min. Deres denatureringshastighed ser ikke ud til at øges ved højere strålingsdosis. Dette
er ikke forventet og burde diskuteres i artiklen. Desuden følger deres datapunkter ikke
en eksponentielt aftagende kurve, den er nærmere lineær. Dermed skyldes den lineære
dosis-SSF graf sandsynligvis i højere grad deres trinvis lavere startfluorescenserer og
ikke en øget denatureringshastighed. Batel et al. viser forholdet mellem strålingsdosis
og SSF i det 20. min. Det begrunder de med at i dette tidspunkt, er der mindre end 30
% dsDNA tilbage. I vores forsøg er DNA generelt fuldstændigt denatureret efter 20 min.
Det skal dog understreges at vi bruger andre celler og et andet skadeligt stof. Det ville
dog være interessant at have set grafer for SSF til et tidligt tidspunkt. Standardkurven
i Fast Micromethod viser at lymfocytter, der har haft mulighed for 2 timers repair, er
mindre skadet end lymfocytter, der ikke har haft mulighed for repair. Batel et al. viser
på deres datapunkter for dette forsøg kun de øvre standardafvigelser. Såfremt den nedre
82
standardafvigelse er lige så stor som den øvre, er forskellen på graferne mindre, og de
ville muligvis overlappe hinanden. På figur 5.2 ses det at vores standardkurve ligner
den, der vises i artiklen af Batel et al. Umiddelbart er der ikke stor forskel på vores
standardkurve uden repair og den fra Fast Micromethod; dog er vores SSF lavere end
deres. Deres SSF kan skyldes en høj kontrolprøve-fluorescens, eller den kan skyldes, at
kontrolprøverne har været meget mindre skadede end de behandlede prøver, selv om
dette ikke virker sandsynligt efter 20 minutters denaturering. Vores standardkurve for
de reparerede prøver ligger lavere end deres. Det er svært at sammenligne doserne, idet
den ene dosis er radiation og den anden er hydrogenperoxid. Dette betyder at vores graf i
teorien kunne representere et lille udsnit af deres x-akse, eller omvendt. Hvis man forestiller
sig at 0-100 rad er analog med vores 0-500 µM H2O2 betyder det, at vores kurve passer
næsten perfekt med deres. Udfra standardkurverne bliver det klarere, at udfaldet af vores
repairforsøg er meget ens med udfaldet af Fast Micromethod. Ligheden er bekymrende,
da vores standardkurver kun er fremkommet på baggrund af en kontrolprøve med meget
høj startfluorescens.
(a) Standardkurverne fra artiklen omhandlen-
de Fast Micromethod
(b) Vores standardkurver fra forsøg 11
Figur 5.2 Kurverne er her vist samtidig for at de lettere kan sammenlignes.
Generelt har det været svært at komme bag Fast Micromethod´s forsøgsopstilling. Som
alle andre artikler, er den kortfattet pga. et begrænset antal sider, men visse oplysninger
har været svære at udlede. F.eks. var NaOH-opløsningen og den endelige pH-værdi svær
at gennemskue. Deres databehandling manglede nogle trin, der ville have gjort vores
behandling af data lettere tilgængelig. De nævner ikke om deres startfluorescens starter
samme sted, men deres omregning til procent kunne antyde at det gør den ikke. Såfremt
rådata havde vist et tydeligt billede af denatureringshastigheden ville en databehandlingen
ikke havde været nødvendig.
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6 Konklusion
I dette afsnit besvares vores problemformulering, baseret på overvejelser beskrevet i
diskussionen. Vi er gennem forsøg med Fast Micromethod, anvendt på HeLa-WT celler,
blevet opmærksomme på en række parametre, der har vist sig kritiske i forhold til at få
brugbare resultater - nogle af de parametre er blevet undersøgt, andre er ikke. Vi kan
konkludere at pH-værdien i brøndene er yderst afgørende for resultatet, og at netop pH-
værdien hurtigt kan variere, såfremt der sker relativt små variationer fra den fastlagte
forsøgsgang. Vi opnåede dog en pH i enkelte forsøg der bevirkede at vi kunne registrere
en passende denatureringsrate. Med henblik på vores anvendte mutagen H2O2 , opnåede
vi ikke en gennemgående sammenhæng imellem koncentrationen af H2O2 og deres
pågældende SSF-værdi. Vi mener dog at H2O2 kan anvendes til at skade HeLa-cellers
DNA, og at det således ikke er det anvendte mutagen der har forårsaget den manglende
sammenhæng imellem dosis og respons.
Ingen sammenhæng blev observeret imellem startfluorescens og mængden af dsDNA.
Dog vil vi ikke afvise at startfluorescensen afhænger af mængden af dsDNA, eftersom
vores startfluorescenser viste en øget sammenhæng i takt med at vores forsøgsgang
blev justeret. En mulig årsag til den manglende sammenhæng imellem startfluorescens
og mængden af dsDNA kan muligvis findes i koncentrationen af tilsat fluorokrom
(PicoGreen). Producenten har grundet kommercielle hensyn ikke været interesseret i
at oplyse den oprindelige koncentration, hvilket har hindret os i at bestemme den optimale
koncentration.
Den varierende startfluorescens har bevirket at vores SSF-værdier ændres markant
uafhængigt af mængden af dsDNA. SSF er overvejende en fornuftig omskrivningsfaktor,
men giver store resultatmæssige usikkerheder, såfremt startfluorescensen varierer.
Eftersom startfluorescensen er et mål for mængden af dsDNA til tiden 0, vil SSF afhænge
af denne, da den beskriver forholdet imellem mængden af dsDNA i den behandlede
prøve samt mængden af dsDNA i den ubehandlede prøve. Dette betyder at SSF vil
variere simultant med startfluorescensen. Vi mener således ikke at SSF er en gyldig
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omskrivningsfaktor såfremt der er variationer i startfluorescensen. Vi har måttet konstatere
at det ikke er lykkedes os at reproducere Fast Micromethod, som beskrevet i Batel et al. Det
kan dog ikke udelades at metoden kan anvendes med henblik på vores problemstilling,
idet den givne tidsramme for dette projekt har været begrænset. Der har således ikke
været mulighed for at ændre samtlige parametre, der har haft indflydelse på kvaliteten
af vores resultater. Vi mener at resultaterne fremlagt i Batel et al, til tider optræder
tvetydige. Fremstillingen af resultaterne skyldes med stor sandsynlighed den begrænsede
tekstmængde, der er tilladt i en videnskabelig artikel.
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7 Perspektivering
Såfremt den givne tidsramme havde været større, ville vi have undersøgt HeLa-cellers
repairpathways nærmere. Mere specifikt ville vi have undersøgt ATPs og det mitochondri-
elle DNAs (mtDNA)indflydelse på cellernes DNA-repair pathways. Indflydelsen fra ATP
og mtDNA på repair, er blandt andet interessant, da der i repairsystemet Non-homologous
end-joining, som forløber ved reparation af doublestranded breaks, indgår et protein-
kompleks indeholdende bl.a. ATPaser. Det er som beskrevet tidligere, således antydet at
tilstedeværelsen af ATP spiller en rolle for netop denne repair pathway. Undersøgelsen er
interessant, idet man kan finde ud af om det mitochondrielle DNA (mtDNA) har betydning
for, om en celle kan reparere sit DNA, da det mitochondrielle DNA koder for proteiner
som står for syntesen af ATP. I undersøgelsen af ATPs indvirke på repairsystemerne ville
vi have benyttet Fast Micromethod som den er beskrevet i rapporten med de essentielle
modifikationer vi har lavet, samt videreudviklet assayet yderligere, så det blev pålideligt til
måling af DNA skader. To forsøg ville blive foretaget, og efterfølgende blive sammenlignet.
Forløbet i det ene ville være meget lig Repairførsøget (forsøg 11), med den forskel at
cellerne udsættes for oligomycin og derefter inkuberes i to timer efter behandling med
H2O2 . Vi ville således benytte HeLa-WT celler tilsat oligomycin, idet oligomycin hæmmer
Fo-delen af elektrontransportkædens kompleks V, kaldet ATPasen [Nelson og Cox, 2000,
s.668]. Dette forsøg vil være referendeforsøget. Sideløbende ville et forsøg blive foretaget,
men udført på en anden type HeLa-celler, hvis mitochondrielle DNA er blevet depleteret.
Rho0-cellernes mtDNA er depleteret idet de er dyrket i et medie indeholdende ethidium
bromid [King og Attardi, 1989]. Dette bidrager til usikkerheden omkring hvorvidt cellerne
reagerer ens, idet ethidium bromid er carcinogent, og mutagent [Batel et al., 1999]. Med
forbehold for at ethidium bromid kan have skadet Rho0-cellerne yderligere end deplete-
ring af DNA, er dette det eneste der adskiller de to HeLa-cellelinier. Cellerne uden mtDNA
hedder HeLa-Rho0. Depletionen af det mitochondrielle DNA betyder at biosyntesen af ATP
hæmmes til et minimum, idet det mtDNA producerer størstedelen af ATP. Dog skal det
nævnes at glykolysen i cancerceller som oftest er opreguleret [Meierhofer et al., 2004] og vi
derfor ikke kan vide præcis hvor hæmmet biosyntesen af ATP egentlig er. Dog formoder
86
vi at den oxidative fosforylering stadigvæk er afgørende for HeLa-WT cellers evne til at
danne ATP. Denne formodning understøttes af HeLa-WT celler med depleteret mtDNA
kaldet HeLa-Rho0 cellers evne til at dele sig kun er ca. halvt så god som HeLa-WT celler,
idet Rho0-celler er 48 timer om at gennemføre en cellecyklus i kontrast til de 24 timer
det tager en HeLa-WT celle at dele sig. En proces der i høj grad er afhængig af ATP. Dog
menes mtDNA at indgå i en række vitale metabolismer [Liu et al., 2004] hvilket bidrager
til usikkerheden omkring HeLa-Rho0 cellers cellecyklus.
Vi ville udfra de to forsøg kunne sammenligne denatureringshastigheden, og derved de to
celletypers evne til at reparere deres DNA. Såfremt DNAet i HeLa-WT tilsat oligomycin
er mindre skadet end Rho0s DNA, antydes det at mtDNA spiller en afgørende rolle for
eukaryote cellers repair pathways. Er det derimod tilfældet at DNA i Rho0 var lige så
skadet som HeLa-WTs DNA, ville det med relativ stor sikkerhed kunne konkluderes at
mtDNA ikke er afgørende for eukayote cellers evne til at reparere deres beskadigede DNA.
HeLa-WT hæmmet med oligomycin har stadig mtDNA, men produktionen af ATP er
som tidligere nævnt hæmmet. Rho0-cellerne har derimod ingen mtDNA og vi kan derfor
sammenligne omfanget af repair for de to cellelinier for at anskueliggøre om mtDNA
spiller en rolle i DNA-repair. Hvis Hæmmet HeLa-WT har en højere reparationsrate
end Rho0-cellerne kan det antydes at mtDNA spiller en rolle i reparation af cellens
DNA. Hvis Rho0-celler derimod reparere bedre end HeLa-WT antydes det derimod at
mtDNA ikke har nogen betydning for repairsystemerne. I et større perspektiv vil en bedre
reparationsevne for oligomycinhæmmet HeLa-WT antyde, at evnen til at reparere skader
på DNA vil være reduceret i mitochondrielle sygdomme hvor mtDNA er defekt. Vi ville
tilmed have udført et forsøg hvor vi sammenlignede de oligomycinhæmmede HeLa-WT
med almindelige HeLa-WT, behandlet som i forsøg 11, hvor de fik to timer til at reparere.
Hvis HeLa-WT er mindre skadede end de oligomycinhæmmede HeLa-celler tyder det
på, at ATP er vigtig i funktionen af repairpathways. Hvis HeLa-WT er ligeså skadede
som de oligomycinhæmmede HeLa-celler tyder det på at ATP ingen indvirken har på
repair-mekanismerne.
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Ordforklaring
Agarose: Et sukker; er en af bestanddelene i agar og bruges derudover ofte i gel-
elektroforese
Alkylgruppe: General betegnelse for en gruppe af kovalent bundende carbon og hydrogen
atomer som f.eks. methyl og ethyl. Alkylgrupper har sumformlen CnH2n+2
Autoklave: En maskine, der ved hjælp af damp og højt tryk kan sterilisere materialer
Base Excision Repair (BER): Et af cellens repair-pathways. BER reparerer skader på enkel-
te baser
Benign: Godartet. F.eks brugt om svulster der ikke er livstruende
Binukleare: En celle, der har to cellekerner
Coulter Counter: Maskine som bruges til at tælle partikler med. I vores forsøg bruges den
til at tælle antallet af celler i 100µL celleopløsningen, fortyndet i 10mL saltvand
Deamination: Fraspaltning af en aminogruppe. Sker naturligt i leveren der nedbryder
aminosyrer, men deamination i cellers DNA er farlig for cellen
Denatureringshastigheden: Hastigheden hvorved DNA oprulles
Detergent: Opløsningsmiddel
Dioxygenaser: Enzymer der kan indlejre begge oxygenatomer fra O2 ind i et substrat.
Direct Reversal (DR): aktiveres ved UV stråling og ved baselæsioner efter interaktion med
alkylerende forbindelser
Diskrete energiniveauer: Eksakte energiniveauer; en ekeltron kan ikke befinde sig imel-
lem to energiniveauer, kun i netop ét
Double Stranded Breaks repair (DSB): Når der er brud på begge DNA-strenge
dsDNA: Dobbeltstrenget DNA
EDTA: Ethylenediaminetetraacetic Acid;Molekylformel: OC(CN(CC(O)=O)CCN(CC(O)=O)CC(O)=O)=O,
Molekylærvægt: 292.28g/mol
Emission: Det lys som det fluorescerende kompleks udsender
Endonuklease: Enzym, der genkender og skærer specifikke sekvenser i DNA ud
Exinuklease: Specialiseret endonuclease, der klipper skadede DNA-sekvenser ud
Exonuklease: Enzym, der skærer en nukleotid af gangen, fra enden af en polynuklotidkæ-
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Ethidium bromid: Mutagen fluorescerende forbindelse
Excitere: For at blive fluorescerende skal PicoGreen belyses med en specifik bølgelængde
der får en elektron til at blive "løftet"(exciteret) til et højere energistadie end det neutrale
grundstadie
Filipoder: Hela cellers „fødder“; der hvor cellen sidder fast på bunden af vækstflasken
Fluorescerende stof: Nogle stoffer har den egenskab at når deres elektroner exciteres hen-
falder disse til det ikke-exciterede stadie under udsendelse af (synligt) lys. Denne egenskab
kaldes for fluorescens. Fluorescens: Se emission. Fotofysisk egenskab: Lysegenskaber
Fotoprodukter: De produkter der dannes når DNA belyses med højenerglys f.eks. fra
solen
G0-fase: Cellers hvilefase
G2-fase: Fasen i cellecyklus mellem DNA-syntese og mitosen
Global Genomic Repair: Undergruppe til NER og reparerer en lang række af baseændrin-
ger
Glykosylaser: BER reparerer ved at de skadede baser genkendes af specifikke enzymer,
glykosylaser
HeLa-rho0: HeLa-celler, der er dyrket i ethidiumbromid, og derved har fået depleteret
deres mitochondrielle DNA
HeLa-WT: Cellelinie, der stammer fra livmoderhalskræft
Heterocykliske: Organisk forbindelse som indeholder en ringstruktur hvor der indgår et
andre atomer end carbon som f.eks. svovl, okygen eller nitrogen
Heterodimer: Proteinkompleks der er opbygget af to forskellige polypeptidkæder
Histoner: Proteinkompleks hovedsagligt bestående af de to aminosyrer lysin og arginin
Hydrogenperoxid: H2O2 Bruges i forsøget og er en fri radikal
Hydroxylradikal: Et af de primære frie radikaler
Inkubatoren: Varmeskab hvor cellerne dyrkes i og hvor mængden af CO2, O2 og tempera-
turen kan reguleres
Ligere: Når to DNA molekyler forbindes med enzymet ligase.
Long Patch Repair: Undergruppe i BER
Lysere: Brud på cellemembranen, hvilket resultere i at cellens DNA blotlægges
Lyseringsbuffer: Opløsning som nedbryder cellevæggen og blotlægger cellens DNA
Malign: Ondartet. Når celler skifter fra at være benign til malign vil det føre til celledød
Metabolisme: De fysiske og kemiske processer hvorved forbindelser bliver produceret
eller nedbrudt
M-fase: Fasen i cellecyklus hvor nucleus og og cytoplasmet adskilles
89
MGMT (O6methylguanin-DNAalkyltransferase): De O-alkylerede grupper på DNA-
strengen repareres af proteinet MGMT
Mismatch repair (MMR): reparerer baser der er misparret med hinanden
Monomer: Lille molekylær byggeblok som kan sammenkædes med andre monomer og
derved danne polymer
Mutagen: En forbindelse der kan forårsage ændringer i arvemassen
NHEJ (nonhomologous end-joining): Repair-pathway der reparere dsDNA
Nick: Brud i DNA-strengen ved f.eks. replikation
Nucleotide Excision Repair (NER): Fjerner DNA læsioner der forårsager strukturel defor-
mation af DNA-helixen
Nukleotid: Byggesten til DNA som består af en base, sukker og en fosfat
Oligomycin: Hæmmer ATP-asen i Fo-delen
p53: Et tumor-supressor protein og kan desuden inducere apoptose
PCNA: Proliferating cell nuclear antigen
pH-meter: Et instrument der kan bruges til at måle pH
PicoGreen: Forbindelse der danner et fluorescerende kompleks med dsDNA
Plasmid: Cirkulært dobbeltstrenget DNA i bakterier
Plating: Plating er når cellernes filipoder binder sig til bunden af vækstflasken, så cellerne
sidder fast og ikke længere findes frit i vækstmediet
Polymerase: En gruppe enzymer der er i stand til at syntetisere en DNA- eller en RNA-
streng
Protease: En samlet betegnelse for enzymer der nedbryder proteiner. Puriner: Adenin (A)
og Cytosin (C)
Pyrimidiner: Thymin (T) og Cytosin (C)
Repair-mekanismer: Mekanismer hvorved cellen kan reparere skader på dets DNA
ROS: Står for „Reactive Oxygen Species“. DNA-skader forårsaget af en oxiderende kilde,
som laver nogle meget reaktive molekyler i cellen som kaldes frie radikaler
SDS: Sodium Dodecyl Sulfate; Molekylformel:(CH3(CH2)11OSO3Na), Molekylærvægt:
288.38g/mol
S-fase: Her syntetiseres DNA og en identisk DNA streng replikeres
Short-Patch Repair: Undergruppe i BER
Sonikering: ultralydsbehandling
ssDNA: Enkeltstrenget DNA
Startemission: Emissionen (lys) målt ved tiden 0
Superoxid dismutase (SOD): Superoxid dismutase er et enzym der uskadeliggør de reak-
tive molekyler
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Superoxid: En af de primære frie radikaler
TE-buffer: En buffer indeholdende Tris og EDTA
Template: Den originale DNA-streng
Trancription-Coupled-Repair: Undergruppe til NER
Tungsten: Har kendebogstavet W i det periodiske system, atom number 74 og en atomar
vægt på 183.84amu. Urea: Urea denaturere proteiner og bryder de hydrofobe vekselvirk-
ninger i cellemembranen og nedbryder på denne måde proteiner
Vektor-DNA: I vores forsøg er det supercoiled plasmid DNA
v/v: volume by volume
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A Udregninger
Her vises de udregninger der er foretaget i forhold til forsøgsgangen.
Udregninger af H2O2 volumen til fortyndingsrække
Først findes antal mol pr. 100g H2O2 :
30g
34.016g/mol
= 0.88mol
Derefter udregnes hvor stort et volumen 100g af H2O2 stock opløsning fylder:
100g
1.4g/ml
= 71.42ml
Nu kan koncentrationen af H2O2 stock opløsningen udregnes:
0.88mol
71.42ml
= 0.012mol/ml
Nu bruges nedenstående formel til at udregne hvor stort et volumen H2O2 der skal
udtages for at opnå en 1M koncentration:
C1 ×V1 = C2 ×V2
Hvor C1 er oprindelig koncentration, C2 den ønskede koncentration, V1 den oprindelige
volumen og V2 er den ønskede volumen. C2 sættes til 1mol/ml, og V2 sættes til 1ml:
V1 =
0, 001mol/ml × 1ml
0.012mol/ml
= 0.081ml = 81µl
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Udregninger af den ønskede masse af urea
Først udregnes antal mol urea der skal anvendes for at opnå en endelig koncentration på
9M i 25µ l:
n = 9× 10−6mol/µl × 25µl = 2, 25× 10−5mol
Molekylærvægten for Urea er 60,06g/mol, og herved kan vi bestemme en masse:
m = 2, 25× 10−5mol× 60, 06(g/mol) = 0, 00135g = 13, 5mg
Til fremstilling af 250µL lyseringsbuffer tilsættes således 13,5mg Urea
Udregninger af den ønskede masse af EDTA
Først udregnes antal mol urea der skal anvendes for at opnå en endelig koncentration på
0.2M i 25µ l:
n = 0.2−6mol/µl × 25µl = 5−6mol pr.25µl
Molekylærvægten for EDTA er 372,24g/mol, og herved kan vi bestemme en masse:
m = 5× 10−6mol× 372, 24g/mol = 0, 00186g = 1, 86mg6
Til fremstilling af 250µL lyseringsbuffer tilsættes således 18.6mg EDTA
Udregning af koncentration af VektorDNA
Koncentrationen i vektorDNA stock opløsningen blev målt ved at fortynde den 40 gange
og efterfølgende måle absorbansen. Vi målte absorbansen:
OD260 = 0, 025
Efterfølgende kunne vi udregne koncentrationen til at være 50000 pg/mL således:
0, 025tæthed målt× 40gange fortyndet× 50µg/mL = 50ng/mL = 50000pg/mL
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B Laboratoriesikkerhed
Sikkerhedsforanstaltninger
Her vil der kort blive gennemgået de forholdsregler der skal tages når der arbejdes
med PicoGreen, urea, EDTA og SDS. PicoGreen er ikke en giftig forbindelse, hvilket gør
Microplate assay sikkert at arbejde med. Dog bruges der i opløsningerne stoffer somNaOH
og SDS, som begge kan være sundhedsskadelige og lokalirriterende. Når der arbejdes
med SDS på pulver form er det især vigtigt at være opmærksom på at det er et giftigt stof
der arbejdes med, og at de nødvendige forholdsregler som f.eks. handsker, maskefilter
og stinkskab tages. I vores forsøg har vi ikke arbejdet med SDS på pulverform og det har
derfor ikke været nødvendigt at træffe yderligere forholdsregler end handsker og normal
laboratorie adfærd, hvor det f.eks. er forbudt at løbe. I forsøget arbejdes som sagt også
med H2O2 som tilhører en gruppe kemiske stoffer, der indeholder to indbyrdes forbundne
oxygenatomer. Da H2O2 kan udvikle giftige peroxid dampe er det nødvendigt at der
arbejdes med H2O2 på is, endvidere er H2O2 på listen over stoffer som kan forårsage
cancer og er også et mutagent stof som kan skade arvemassen. Det er derfor yderst vigtigt
at bære handsker, udvise forsigtighed og at tage de nødvendige forholdsregler når der
arbejdes med stoffer som disse.
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C Matematisk uddybning til SSF
I dette bilag redegøres der for hvordan der fremkommer en ret linie når SSF plottes
mod tid eller koncentration. Det er vigtigt at understrege at udledningen herunder tager
udgangspunkt i at alle prøverne starter i 100%. Dette betyder bare at hvis prøverne
ikke starter i samme punkt forekommer der en konstant der ganges på udtrykket idet
konstanterne (disse kunne kaldes C1 og C2) forskellige.
En eksponentielt aftagende funktion har formlen
y(t) = c · e−kt
Når SSF udregnes divideres to eksponential funktioner med hinanden:
%ds− DNAbehandlet
%ds− DNAubehandlet =
ybehandlet (t)
yubehandlet (t)
=
c · e−kbehandlett
c · e−kubehandlett
=
e−kbehandlett
e−kubehandlett
= e−kbehandlett · 1
e−kubehandlett
= e−kbehandlett · ekubehandlett
= e(−kbehandlet+kubehandlet)t
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= e(kubehandlet−kbehandlet)t
Det antages at hældningskoefficienten for den ubehandlede prøve, kubehandlet, er mindre
end hældningskoefficienten for den behandlede prøve, kubehandlet, da det forventes at den
behandlede prøve denaturerer hurtigere end den ubehandlede:
Hviskubehandlet < kbehandlet
%ds− DNAbehandlet
%ds− DNAubehandlet = e
−(kbehandlet−kubehandlet)t
= log
(
%ds− DNAbehandlet
%ds− DNAubehandlet
)
= log
(
%ds− DNAbehandlet
%ds− DNAubehandlet
)
= log
(
e−(kbehandldet−kubehandlet)t
)
= −konstant (kbehandlet − kubehandlet) t
Af dette kan udledes:
SSF = −log
(
%ds− DNAbehandlet
%ds− DNAubehandlet
)
= − (− (kbehandlet − kubehandlet) t)
= (kbehandlet − kubehandlet) t
Når SSF plottes som funktion af tiden vil denne funktion blive i form af en ret linie med
hældningen kbehandlet − kubehandlet
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D Apparatur
Her findes information om det apparatur der bruges i assayet. Tælling af celler foregår i en
en coulter counter-maskine, og måling af fluorescens foregår i en Microplate Reader.
Coulter Counter
Figur D.1 Skitse af Coulter Counter. Cellerne registreres som en ændring af modstanden mellem de
to poler. [Enterprise, hentet 1/5 2006]
Ved brug af Coulter Counteren sættes et lille rør ned i et gennemsigtigt plasticbæger, hvor
cellerne er. I bunden af røret er der et hul, hvis diameter varierer afhængigt af, hvilke
partikler der skal tælles. Det inderste rør er fyldt med væske, der overstiger niveauet i den
yderste beholder. En strøm sendes igennem væskerne således, at væsken i den yderste
beholder er positivt ladet, mens væsken i det inderste rør er negativt ladet. Idet væsken
fra det inderste rør siver ud i den yderste beholder, vil alt væsken passere hullet i bunden
af røret. På grund af ladningsforskellen, vil elektroner sive ud med væsken gennem det
lille hul i bunden af røret. Hver gang en celle passerer gennem det lille hul sammen med
væsken, vil Coulter Counteren registrere en midlertidig ændring af modstand (impedance).
Denne ændring giver anledning til en puls, og størrelsen af pulsen er direkte proportional
med volumen af partiklen. Udfra denne volumen kan coulercounteren også finde frem
til diameteren af partiklen. Man placerer altså røret i bægeret indeholdende celleprøven
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og saltvand i det inderste rør og så registrerer Coulter Counteren de celler der passerer
gennem hullet i bunden af røret [Enterprise, hentet 1/5 2006] Coulter counteren kan både
give informationer om hvor mange celler der er i en prøve, men også hvordan de ser ud.
Der skal helst være en stor samling omkring en speciel cellestørrelse. Er der en stor del af
partiklerne som er meget små tyder det på at cellerne er gået i stykker, og hvos de er for
store tyder det på at cellerne er meget muterede.
Det er vigtigt at understrege at maskinen skal indstilles rigtigt. For eksemple skal der
indtastes hvor store man forventer ens celler er, så maskinen ved i hvilken størrelsesorden
partikler den skal lade slippe igennem. HeLa celler er ca. 16-18 µM i diameter, og maskinen
indstilles derfor til at tælle partikler fra 9-30µM. I vores forsøg har vi talt antal celler og
ikke concentrationen af vores opløsning, maskinen indstilles derfor på „count“. Det er
for at være sikre på at vi altid kan regne frem og tilbage, og fordi det er lettere at få en
fornemmelse af hvor tæt målingerne ligger på hinanden, procentvist, hvis resultatet vises i
celleantal. Maskinen blev stillet til at måle på 0.5mL væske.
Microplate Reader
Til måling af fluorescensen bruges en maskine som er designet til at måle på den type
brønde vi bruger, og disse typer maskiner kendes somMicroplate Readere. Modellen vi
har haft til rådighed hedder "SynergyTM HT Multi-Detection Microplate Reader"og er
produceret af Bio-Tek.
Figur D.2 "SynergyTM HTMulti-Detection Microplate Reader"produceret af Bio-Tek
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Microplate Readeren kan fås med eller uden en dispenser, det vil sige et apparat der
kan tilsætte væsker til brøndene automatisk. Da Fast Micromethod kræver en effektiv
udportionering af NaOH og derefter øjeblikkelige målinger, anbefales det at have en
dispenser til rådighed. Fluorescensmaskinen har flere funktioner, men her vil vi kort
fortælle hvordan maskinen måler fluorescensen og genererer grafer.
Når NaOH tilsættes via dispenseren begynder SynergyTM HT at måle. Microplate
Readeren måler indirekte hastigheden af oprulningen af DNA ved at excitere PicoGreen,
der befinder sig bundet til dsDNA. Excitationen sker med en tungsten halogen lampe.
Denne lampe kan udsende store lysmængder. Når der udsendes meget lys produceres
der meget varme i pæren. Fordi lampen er lavet af tungsten smelter den ikke, da dette
grundstof har et smeltepunkt på 3387 °C.
Tungstenlampen er udstyret med nogle brydningsfiltre der bestemmer hvilket lys (og
derved hvilke frekvenser) der slipper igennem og ned til prøven. Som nævnt i PicoGreen
afsnittet, er det vigtigt at de rigtige frekvenser når frem, da det kun er bestemte frekvenser
der kan excitere PicoGreen. Når maskinen derefter måler emissionen, afbilles resultaterne
som funktion af tiden. Målingerne behandles af et program kaldet KC4 data reduction
software. SynergyTM HT skal indstilles før målingerne finder sted. Indstillingerne skal
være som følger: Maskinen skal sættes på "kinetik". Følsomheden (sensitivity) skal
indstilles på 85-65, for at få gode resultater. Maskinen skal indstilles til at måle fra bunden
af brøndene i 30 minutter, da man undgår usikkerheder hvis der er bobler på overfladen
af væsken i brøndene. Hvor lang tid der går imellem målingerne er svært at indstille, da
det kommer an på hvor mange brønde maskinen skal måle på, da intervallet imellem
hver måling på den enkelte brønd stiger jo flere brønde der skal måles på. Generelt skal
tidsintervallet sættes så lavt som maskinen tillader.
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E Korrespondence med Invitrogen
Her vises det endelige brev fra Invitrogen, som vi havde kontaktet et par gange for at få
den oprindelige koncentration af PicoGreen/P7589. Vi fik følgende svar:
Dear Researcher, I’m sorry to say that the concentration of PicoGreen used in the kit is
proprietary. Our scientists have spent a great deal of time in the optimization of the assay
and we cannot give out that information. We suggest the amount of PicoGreen that you
should use in the assay, so the assay can be preformed correctly without knowing the
actual concentration of PicoGreen. Tim Bilderback, Invitrogen/Molecular Probes Technical
Support Customer (Anne Lykke) 05/12/2006 06:56 AM
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F Kemikalier
Lyseringsbufferen består af urea, EDTA, SDS og PicoGreen. Her vil vi forklare funktionen
af de tre førstnævnte stoffer, da disse i modsætning til PicoGreen er almindeligt kendte
stoffer.
EDTA
er en heterocyklisk divalent kation der binder metalioner i forholdet 1:1. Dette gør at EDTA
er et godt DNA konserveringsmiddel, da metalionerne fjernes fra opløsningen og derved
ikke kan forvolde skade på DNA-molekylet. EDTAs funktion er at udskille metalioner når
cellerne lyseres. EDTA binder sig til alle mono-, di-, tri- og tetravalente metalioner, og disse
metalkomplekser udfælder fra opløsningen.
SDS
er en negativt ladet detergent (opløsningsmiddel), som binder til de hydrofobe områder
af proteiner. Sodium dodecyl sulfate (SDS) (CH3(CH2)11OSO3Na) har en formelvægt på
288.38amu. SDS består af en lang carbonkæde med 12carbonatomer, og på den ene ende
sidder der en sulfatgruppe. Molekylet er således amfilsk hvilket betyder at det både har en
hydrofil og en hydrofob del. Den hydrofobe del er carbonkæden, og sulfatkæden er hydrofil.
SDS bruges i lyseringsbufferen fordi det er et sæbestof der kan nedbryde cellemembraner
samt binde sig til proteiner og denaturere dem. SDS nedbryder cellemembranen som
består at lipider. SDS bryder ikke-kovalente bindinger i proteiner, og dette medfører at
proteinerne mister deres oprindelige struktur. Proteinerne bliver negativt ladede når SDS
bindes da det er den negative ion, (anion) der bindes. Der opstår elektrostatisk frastødning,
og proteinerne folder sig ud til et stangmolekyle for at mindske frastødningen. Det er
vigtigt at ødelægge alt proteinaktivitet når man skal måle på DNA-skader, da funktionelle
enzymer kan gå ind og forstyrre resultatet.
Dette resulterer i at det enkelte protein denaturerer og derved bliver frigivet fra bindingen
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Figur F.1 SDS springer cellernes lipidmembran, og cellen lyserer. [Biosciences, 2005]
med andre proteiner og lipider i cellemembranen. SDS kan altså opløse tætbundne
proteiner ved at opløse de hydrofobe forbindelser og ødelægge lipid laget. Da 50%
af eukaryote mammale celler består af lipider og resten af proteiner, betyder det
derfor at cellemembranen nedbrydes [Alberts et al., 2002]. SDS bruges endvidere ofte
i lyseringsbuffer til at binde sig til proteiner og derved lade dem adskille ved gel
elektroforese.
Urea
denaturerer også proteiner, men er et mindre reaktivt præparat end SDS. Urea
er et opløsningsmiddel, der ligesom SDS bryder de hydrofobe vekselvirkninger i
cellemembranen og nedbryder på samme måde proteinet. Urea er et fast stof og udskilles i
urinen. Gennem Urea udskilles størstedelen af nitrogen hos pattedyr. Dette sker gennem
Urea cyklussen, hvor det giftige stof ammoniak og CO2 omdannes til Urea. Urea hvis
IUPAC navn er Diaminomethanal er et kraftigt proteinnedbrydende stof da det bindes
direkte til de polære dele af proteinet og fordi det indirekte ændrer vandets dynamik fordi
det gør nogle af vandmolekylerne upolære og derved blottes nogle af de hydrofobe dele af
proteinet, og dets struktur ændres [Bennion og Daggett, 2003].
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G Fremstilling af opløsninger
Her følger en udførlig fremgangsmåde for hvordan H2O2 fortyndes til de ønskede
koncentrationer, og ligeledes hvordan lyseringsbufferen, NaOH-opløsningen samt TE-
bufferen fremstilles udfra de udregnede mængder (se Appendix A). I dette appendix findes
også en håndbog til dyrkning af cellekulturer, som kan være en hjælp hvis man ikke har
arbejdet med HeLa celler før.
H2O2 -opløsninger
Som nævnt tidligere forårsager H2O2 oxidative skader på cellernes DNA, og vi vil således
benytte varierende H2O2 koncentrationer, for ligeledes at variere omfanget af DNA-
skader. Alle H2O2 opløsningerne opbevares under fremstilling af koncentrationsrækken
på is for at forhindre en eventuel fordampning. De varierende koncentrationer fremstilles
alle ud fra den samme startkoncentration (30% w/w), og fortyndes til den ønskede
koncentrationsrække med PBS.
• 81 µL H2O2 30% w/w tilsættes 919 µL PBS. Herved opnås en koncentration på 1M
• 1 mL 1M H2O2 tilsættes 9 mL PBS. Således opnås en koncentration på 100mM
• 1 mL 100mM H2O2 tilsættes 9 mL PBS. Således opnås en koncentration på 10mM
• 1 mL 10mM H2O2 tilsættes 9 mL PBS. Således opnås en koncentration på 1mM
• De ønskede koncentrationer fortyndes alle udfra opløsningen på 1 mM se figur G.1
Fremstilling af 250 µL Lyseringsbuffer
Lyseringsbufferen laves den samme dag som forsøget skal udføres og består af
præparaterne Urea (urinstof), EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), SDS (sodium
dodecyl sulfate) og PicoGreen. Urea og EDTA afvejes og overføres begge til et falconrør,
hvor SDS og autoklaveret vand også tilsættes. PicoGreen tilsættes kort før lyseringsbufferen
tilsættes cellerne, idet den fluorescerende forbindelse er lysfølsom.
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Figur G.1 X symboliserer den ønskede concentration i µM.
• 13,5 mg Urea og 18,6 mg EDTA afvejes
• 1 mL SDS 10% tilsættes 9 mL PBS. Således opnås en koncentration af SDS på 1%
• PicoGreen udtages fra fryseren og eppendorfrøret pakkes i sølvpapir
• Urea og EDTA opløses i 25 µL af 1% SDS
• 220 µL PBS tilsættes
• Opløsningen blandes ved brug af whirlmixer
• 5 µL PicoGreen tilsættes opløsningen
• Blandes kort på whirlmixer
NaOH-opløsning
Til forsøget forberedes der en NaOH opløsning med en pH-værdi på 12,7. Der laves først
en 0,1M stockopløsning af fast NaOH og MiliQ. Denne opløsning fortyndes yderligere
med MiliQ-vand til der opnås en pH-værdi på 12,7. Det er essentielt for forsøget at pH er
præcis 12,4+-0,02, idet NaOH ved denne pH denaturerer DNA [Batel et al., 1999]. Hvis pH
er højere eller lavere vil DNA altså ikke denaturere hensigtsmæssigt og vi vil således ikke
være i stand til at måle skaderne forårsaget af H2O2 .
• Fast NaOH med FW på 40 (40 g/mol) og demineraliseret vand.
• Vi ønsker at opnå en koncentration på 0.1 M NaOH ((0,1 mol * 40,00 g)/(1000 mL))
*50 mL = 0,2 g/50 mL.
• 0,2 gram fast NaOH opløses i 50mL MiliQ-vand
• pH-værdien justeres til 12,7
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TE-buffer
TE-bufferen anvendte vi i et forsøg til at simulere cellekulturens pH, da vi undersøgte i h-
bilket omfang NaOH opløsningens pH blev påvirket af cellekulturen og lyseringsbufferens
pH.
• 25 µL 10× TE buffer tilsættes (PH=8)
• 220 µL autoklaveret H2O tilsættes
Dyrkning af cellekultur
Vores HeLa-WT cellekultur blev dyrket i vækstmediet der er beskrevet ovenfor, og
opbevaret i inkubator ved 37 °C med 95% luftfugtighed og 5% CO2. Vi anvendte fire
forskellige vækstflasker til vores cellekulturer: T-75 og T-25 flasker, samt 6- og 96-
brøndsplader. Den anvendte type beholder varierer i takt med at udviklingen a vores
forsøg skrider fremad, dog med undtagelse af T-75 flasken som blev anvendt til vores
backup-kultur under hele projektet. Vækstmediet cellerne dyrkes i skulle skiftes hver 2.-
3.dag. Det eksakte tidspunkt afhænger af cellernes konfluens, og kunne vurderes udfra
vækstmediets farve som mister sin intensitet efterhånden som det bliver opbrugt. Er
konfluensen for høj (>80%) kan cellerne desuden gå i apoptose - det er derfor nødvendigt
at reducere mængden af celler efterhånden som de gror. Dyrkningen af cellekulturen
er således en dynamisk proces der ikke egner sig til en punktopstilling. Når der bliver
arbejdet med cellerne, stresses de, idet de ikke har optimale levevilkår udenfor inkubatoren.
Derfor forsøgte vi at holde arbejdstiden med cellerne på et minimum. Alt arbejde med
cellekulturen med henblik på en videre dyrkning foregår i en sterilbænk med steriliserede
instrumenter for at hindre en eventuel kontaminering.
Trypsinering af cellekultur
Såfremt man skal overføre cellerne til en anden type vækstflaske, eller såfremt de er blevet
for konfluente, benyttes en teknik vi vil referere til som trypsinering. Denne teknik er baseret
på en protease kaldet Trypsin. Trypsin er et enzym der opløser cellernes filipoder og derved
løsner cellerne fra bunden af deres respektive vækstflaske. Der tilsættes efterfølgende PBS
således trypsinen bliver neutraliseret og en celleopløsning fremkommer.
• vækstmedie suges fra vækstsflasken
• der skylles med PBS som efterfølgende suges fra
111
• trypsin tilsættes og der inkuberes i 3-4 min.
• PBS tilsættes og celleopløsningen over føres til et sterilt falconrør
• ca 1 mL af celleopløsningen udtages og tælles på coulter counter
• På baggrund af celletællingen overføres den ønskede mængde celler fra falconrøret
til den/de ønskede væstflaske(r)
• vækstmedie tilsættes cellernes respektive vækstflaske
Såfremt cellerne blot skal have skiftet vækstmedie foretages kun første og sidste trin.
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H Rådata
Herunder vises alle rådata.
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Forsøg 2
I forsøg 2 var det ikke muligt at få adgang til rådata, så disse er ikke inkluderede.
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